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0  ácido tormêntico é um triterpeno pentacíclico pertencente a série dos ursanos, 
encontrado em várias plantas, incluindo a Vochysia divergens Pohl (Vochysiaseae), planta 
conhecida populamnente como “cambará branco”. Os resultados apresentados no presente estudo 
mostram que o tratamento agudo sistêmico dos animais com ácido tormêntico mostrou-se efetivo em 
inibir a nocicepção de origem neurogênica causada tanto pela administração de formalina como pela 
administração de capsaicina em camundongos. Em adição, o ácido tormêntico administrado pela via 
sistêmica ou local foi efetivo em inibir a nocicepção induzida pelo glutamato. Por outro lado, a 
administração oral do ácido tonnêntico também foi eficaz em inibir significativamente a nocicepção 
térmica quando avaliado no modelo da placa quente em camundongos. Além disso, os resultados do 
presente estudo mostram que o tratamento prolongado por via oral com o ácido tormêntico reduziu 
de maneira significativa a nocicepção persistente causada pela constrição parcial do nervo ciático 
(dor neuropática) e a nocicepção inflamatória persistente causada pela administração do adjuvante 
completo de Freund em camundongos. Finalmente, embora o ácido tormêntico tenha sido efetivo em 
inibir a nocicepção causada pelo glutamato, os estudos de ligação específica com o uso de 
radioligante indicam que ele não foi capaz de ligar com os receptores glutamatérgicos em córtex de 
camundongos. Esses resultados são portanto relevantes considerando que até o momento não 
estão disponíveis drogas na clínica eficazes para o tratamento da dor persistente, especialmente 
aquelas relacionadas com as neuropatias. Assim, o ácido tormêntico ou seus derivados apresentam 
potencial interesse para o desenvolvimento de drogas para o tratamento de dores crônicas, em 
especial aquelas observadas nas neuropatias e nos processos inflamatórios.
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A dor é conceituada como uma percepção altamente complexa de uma sensação 
aversiva e desagradável em uma região específica do corpo. Pode ocorrer por nocicepção, 
quando é decon-ente da ativação de nociceptores, e por deaferenciação, quando ocon-e em uma 
área que foi parcial ou totalmente desnervada (SAKATA e GOZZANI, 1994).
A transmissão da dor envolve uma interação complexa de estruturas centrais e 
periféricas desde a pele, vísceras ou outros tecidos até o córtex cerebral (FURST, 1999). De 
acordo com a Associação Internacional para o Estudo da Dor, a dor pode ser definida como 
“uma experiência sensorial e emocional desagradável associada com uma lesão tecidual real ou 
potencial ou ainda descrita em temos deste tipo de lesão” (MERSKEY e BOGDUK, 1994; 
MILLAN, 1999).
Além de uma sensação, a dor também é uma experiência. Isto é importante porque as 
sensações possuem vias neuroanatômicas com receptores específicos que permitem a detecção 
e medida de um estímulo. Já as experiências incorporam componentes sensoriais com 
influências pessoais e ambientais importantes. 0  componente sensorial da dor é denominado 
nocicepção, que pode ser definida como a resposta fisiológica a uma lesão tecidual. A 
nocicepção leva à dor, que por sua vez causa o sofrimento. Além disso, a nocicepção não é uma 
sensação unifome. 0  tipo de dor e o início das respostas protetoras são determinados por 
muitos fatores que atuam ao nível da medula espinhal e de estruturas cerebrais superiores 
envolvidas na integração e modulação dos sinais nociceptivos (RUSSO e BROSE, 1998). 
Existem vários locais onde mediadores químicos que participam da perpetuação da resposta 
dolorosa são gerados, dentre os quais destacam-se os tecidos lesados e adjacentes, sistema 
vascular, células imunes, nervos simpáticos e sensoriais. Além disso, existem mecanismos 
complexos através dos quais um transmissor pode agir, como receptores acoplados a múltiplos
1. INTRODUÇÃO
mecanismos de transdução intracelular, sendo esses receptores amplamente distribuídos 
através dos tecidos periféricos ou centrais (MILLAN, 1999).
Existem diversos tipos de dor, denominadas “nociceptiva”, “neurogênica”, “neuropática" 
e “psicogênica", que estão associadas, respectivamente, com estimulação excessiva dos 
nociceptores, lesão do tecido neuronal, disfunção de um nervo ou fatores psicológicos (MILLAN, 
1999). Além disso, outras desordens comumente ocorrem em pacientes que experimentam a 
dor, como a hiperalgesia (sensibilidade exacerbada à um estímulo doloroso), a alodínia (dor em 
resposta à um estímulo não doloroso) ou a hiperestesia (sensibilidade anormal a um estímulo 
sensorial) (BESSON, 1999).
Os sinais nocivos são gerados por ativação de fibras aferentes do tipo Aô e C, que 
respondem a uma variedade de estímulos fisiológicos intensos tais como: calor, frio, compressão 
e substâncias químicas endógenas ou exógenas potencialmente nocivas. Além destas, outro tipo 
de fibra que pode estar envolvido na transmissão do estímulo nocivo são as fibras Ap, que 
normalmente detectam estímulos táteis inócuos aplicados à pele, porém em condições especiais 
são capazes de conduzir rapidamente o estímulo doloroso (40-80 m/s). Estas fibras são 
mielinizadas e de grande diâmetro. Enquanto que as fibras Aô, também de condução rápida 
(2,5-36 m/s), nonnalmente são relativamente delgadas, pobremente mielinizadas e respondem a 
estímulos mecânicos, térmicos e químicos. Finalmente, as fibras C são caracterizadas por serem 
relativamente delgadas, não mielinizadas, responsáveis pela condução lenta do estímulo 
doloroso (0,5-1,7 m/s) e responderem a estímulos térmicos, mecânicos e químicos 
(ADRIAENSEN et al., 1983; COHEN e PERL. 1990; MARKENSON, 1996).
Os neurônios que respondem preferencialmente a estímulos nocivos são chamados de 
nociceptores e estão geralmente localizados na pele, vasos, músculos, articulações e vísceras. 
Os nociceptores conduzem as informações nociceptivas ao sistema nervoso central e seus 
corpos celulares encontram-se dentro do gânglio da raiz dorsal (DRAY e PERKINS, 1997;
GRUBB, 1998; RUSSO e BROSE, 1998; BESSON, 1999; MILLAN, 1999). Todos os tecidos, com 
exceção da neurópila do sistema nervoso central, são inervados por fibras aferentes. Entretanto, 
suas propriedades diferem acentuadamente se estes aferentes forem somáticos (inervando pele, 
articulações, músculos) ou viscerais (inervando os tecidos cardiovascular e respiratório, o trato 
gastrointestinal e os sistemas reprodutores) (DRAY e PERKINS, 1997).
No como dorsal da medula espinhal, os nociceptores primários fazem sinapse com 
neurônios de segunda ordem, cujos axônios cruzam a medula espinhal para ascender até o trato 
espinotalâmico, chegando ao tálamo. No tálamo, neurônios de terceira ordem emitem axônios 
através da cápsula intema ao córtex somatosensorial, onde ocorre a somatização do estímulo 
nocivo, ou ainda podem emitir axônios ao giro cingulado anterior, onde existe o componente 
emocional da dor (RUSSO e BROSE, 1998). Além disso, o trato espinotalâmico parece emitir 
axônios ao mesencéfaio e à região rostral da ponte, fazendo sinapses em vários núcleos, como 
0 núcleo magno da rafe e o núcleo reticular gigantocelular. Ambas as estruturas parecem estar 
envolvidas na regulação descendente dos neurônios de segunda ordem. Todos os 
neurotransmissores envolvidos na inibição descendente (por exemplo: opióides endógenos, 
serotonina e noradrenalina) parecem inibir a excitação dos neurônios de segunda ordem na 
presença de estímulo nocivo (RUSSO e BROSE, 1998; BESSON, 1999; FURST, 1999; MILLAN, 
1999).
Em temios de duração, a dor pode ser aguda ou crônica. A dor aguda está associada 
com uma lesão tecidual recente, ativação de nociceptores e que pode desaparecer até mesmo 
antes da cura do dano tecidual (CARR e GOUDAS, 1999). Já a dor crônica pode ser perpetuada 
por outros fatores além daqueles que causaram a dor propriamente dita, podendo permanecer 
por meses ou anos (ASHBURN e STAATS, 1999; LOESER e MELZACK, 1999). A dor crônica 
pode acarretar conseqüências físicas, comportamentais, mentais, psicológicos e psicossociais 
deletérios, além de envolver grave estresse emocional (BONICA, 1990).
0 entendimento dos mecanismos envolvidos na transmissão do sinal doloroso tem 
progredido muito nos últimos anos, em grande parte devido a um aprimoramento na 
compreensão dos mecanismos envolvidos na fisiologia das fibras aferentes e no processo de 
neurotransmissão no corno dorsal da medula espinhal (para revisão ver: BESSON e CHAOUCH, 
1987; GRUBB, 1998; FURST, 1999; MILLAN, 1999). Este progresso foi possível pelo uso de 
múltiplos protocolos experimentais, incluindo estudos comportamentais, eletrofisiológicos in vivo 
e in vitro, estudos anatômicos e principalmente através de técnicas de biologia molecular 
(GRUBB 1998; MILLAN, 1999; JULIUS e BASBAUM, 2001). Contudo, apesar de todos esses 
avanços, os mecanismos exatos envolvidos na gênese e na transmissão da dor ainda não são 
totalmente conhecidos (MACFARLENE et al., 1997).
Embora diversos mecanismos moleculares envolvidos na sensibilização central tenham 
sido estabelecidos recentemente, os mecanismos envolvidos na sensibilização periférica ainda 
não foram completamente elucidados. Entretanto, o conhecimento da biologia molecular dos 
diversos receptores envolvidos na gênese da nocicepção permitiu um extraordinário progresso 
no entendimento do mecanismo de ação de diversos neurotransmissores e, consequentemente, 
de drogas que atuam na modulação central e periférica da nocicepção. Os mecanismos 
envolvidos na transdução neuroquímica da dor geralmente envolvem a interação dos 
mediadores inflamatórios e/ou nociceptivos com canais iônicos de membrana dependente de 
voltagem (canais de sódio, potássio, cálcio, cloro, entre outros), canais iônicos operados por 
receptor (receptor N-metil-D-asartato -  NMDA receptor colinérgico nicotínico), receptores 
associados à tirosina quinase (fator de crescimento neural -  NGF, por exemplo) ou com 
receptores de membrana que usualmente encontram-se acoplados a proteínas regulatórias 
denominadas de proteínas G, como acontece com os receptores das prostaglandinas e 
bradicinina, entre outros (RANG et al., 1994; LEVINE e TAIWO, 1994; WOOD e DOCHERTY, 
1997; MILLAN, 1999; CALIXTO et al., 2000a, b).
Os mediadores infiamatórios, ao interagirem com tais receptores, ativam os respectivos 
sistemas efetores intracelulares, promovendo a regulação funcional da célula que, dependendo 
do estímulo, pode ser uma regulação crescente ou uma regulação decrescente. No caso da 
regulação crescente {upregulation) ou hiperalgesia, alguns mediadores infiamatórios como o 
NGF e citocinas, quando liberados, promovem a expressão de genes que codificam a síntese de 
mais proteínas dos seus receptores, desencadeando uma resposta mais intensa ao estímulo 
nociceptivo (WOOD e DOCHERTY, 1997; MILLAN, 1999).
Diversos mediadores infiamatórios têm sido identificados como potencialmente 
hiperalgésicos, incluindo a interieucina-1 (IL-1), interieucina-8 (IL-8), NGF, prostaglandinas, 
leucotrienos, bradicínina, serotonina, adenosina, histamina, substância P e outros. Acredita-se 
que alguns destes mediadores possam agir diretamente no nociceptor, promovendo redução no 
limiar de sensibilidade (prostaglandinas, serotonina, adenosina e alguns metabólitos 
eicosanóides), enquanto que outros agiriam produzindo a hiperalgesia indiretamente pela ação 
em outros tipos de células, como em neurônios pós-ganglionares do sistema nervoso autônomo 
simpático ou em neutrófilos e macrófagos, promovendo a liberação de outros mediadores 
hiperalgésicos (LEVINE e TAIWO, 1994; MILLAN, 1999).
Por outro lado, também pode ocon-er uma regulação decrescente {downregulation) ou 
dessensibilização de receptores, seja pela internalização do receptor, liberação de segundos 
mensageiros inibitórios, modulação da transcrição géníca, ou ainda através de mecanismos de 
retroalimentação {feedback) negativa dos sistemas efetores intracelulares e liberação de 
mediadores infiamatórios (DRAY e PERKINS, 1993; MILLAN, 1999). Também tem sido 
constatado que os agentes que estimulam a formação de GMPc produzem uma regulação 
decrescente dos nociceptores. Parece que a regulação funcional crescente ou decrescente 
depende do balanço existente entre as concentrações de AMPc/GMPc nas vias nociceptivas 
(FERREIRA et al„ 1991; DRAY e PERKINS, 1993; FERREIRA, 1993; MILLAN, 1999).
1.1. Dor crônica
A dor crônica difere substancialmente da dor aguda em relação à sua persistência, 
alterações adaptativas, tais como neuroplasticidade em vários níveis do sistema nervoso, e 
dificuldade de tratamento (lADAROLA e CAUDLE, 1997; BESSON, 1999). As dores crônicas 
mais comuns incluem a sindrome dolorosa miofascial, a fibromialgia, a dor neuropática, a dor 
associada à artrite, a dor do membro fantasma, e as sindromes dolorosas centrais (ASHBURN e 
STAATS, 1999).
1.1.1. Dor neuropática e inflamatória
Os neuropeptideos estão presentes em subpopulações de nociceptores aferentes 
primários em circunstâncias normais. Em tal situação, os neuropeptideos mais comumente 
encontrados nos aferentes primários são a substância P e o peptideo relacionado ao gene da 
calcitonina (CGRP). Em condições patológicas, como lesões nervosas ou inflamação periférica, 
a presença dos peptídeos e seus receptores nos aferentes primários é substancialmente 
alterada. Por exemplo, os níveis de substância P e de CGRP estão aumentados durante a 
inflamação, mas drasticamente diminuídos em células dos gânglios da raiz dorsal na neuropatia. 
Outros peptídeos que nomialmente estão presentes nos neurônios dos gânglios da raiz dorsal 
em pequenas quantidades em condições fisiológicas, como a galanina e o neuropeptídeo Y, 
podem permanecer diminuídos ou inalterados durante a inflamação e aumentados na 
neuropatia. Portanto, existem diversas alterações nos níveis de peptídeos e seus receptores nos 
neurônios do gânglio da raiz dorsal nestas condições patológicas (WIESENFELD-HALLIN e XU, 
2001).
As lesões de nervos periféricos freqüentemente resultam em dor que pode estar 
associada com hiperalgesia e alodínia. Esta é referida como dor neuropática periférica e pode 
resultar de trauma mecânico, efeitos tóxicos de drogas, doenças como diabetes ou sindrome da
imuno-deficiência adquirida (HIV/AIDS). A dor neuropática periférica é caracterizada por ser 
difícil de ser tratada e os mecanismos envolvidos na sua gênese ainda são pouco conhecidos 
(THEODOSIOU et al., 1999). A terapia atualmente disponível não oferece um alívio satisfatório 
deste tipo de dor (SELTZER, 1995). A dor neuropática é gerada e modulada tanto por 
mecanismos periféricos como centrais. Na periferia, desenvolve-se um neuroma no local onde 
ocorreu a lesão, esse neuroma produz descargas ectópicas que chegam ao sistema nervoso 
central e são interpretadas como originadas do membro lesionado (MACFARLANE et al., 1997). 
As descargas ectópicas periféricas podem provocar reorganização e alterações nas fibras que 
chegam ao como dorsal da medula espinhal. Ocorre uma queda do controle inibitório da dor, 
causado pela diminuição dos receptores para opióides e ácido y-aminobutírico (GABA) e por 
lesão em intemeurônios inibitórios induzidos por mecanismos de excitotoxicidade (WOOLF e 
MANNION, 1999). Dessa maneira, os estímulos excitatórios periféricos podem se tornar 
exagerados e neurônios do como dorsal da medula espinhal podem despolarizar-se 
espontaneamente. Além disso, as fibras Ap (de baixo limiar) que transmitem estímulos 
mecânicos inócuos reorganizam-se anatomicamente e passam a fazer sinapse na lâmina II da 
medula espinhal, participando da transmissão da dor e produzindo neurotransmissores como 
substância P e CGRP (MACFARLANE et al., 1997; WOOLF e MANNION, 1999). A lesão axonal 
também causa transporte retrógrado de proteínas ao núcleo, causando hiperexcitabiiidade do 
soma (na raiz do gânglio dorsal) e degeneração trans-sináptica (YAMAMOTO e YAKSH, 1993; 
WATKINS et al., 1995).
Com a queda da atividade dos mecanismos fisiológicos que controlam a dor, a 
estimulação das fibras C causa liberação de glutamato, substância P e CGRP, que sensibilizam 
os neurônios secundários do ,corno dorsal da medula espinhal. Essa sensibilização provoca 
respostas nociceptivas exageradas e dessa forma, permite que estímulos inócuos sejam 
codificados como dolorosos. A sensibilização central também está implicada com o fenômeno de
hiperalgesia secundária, isto é, hiperalgesia em sítios vizinhos à lesão (WOOLF e MANNION, 
1999).
Além do sistema neuronal, a lesão nervosa pode envolver componentes das respostas 
inflamatórias, principalmente associados à remoção dos axônios ou das células de Schwann 
destruídas. As células envolvidas com o processo inflamatório podem causar liberação de 
mediadores que provocam sensibilização das fibras sensoriais (TRACEY e WALKER, 1995; 
BENNETT, 1999). Sabe-se que a hiperalgesia causada pela lesão de nervos periféricos pode ser 
resultado da liberação de citocinas pró-inflamatórias por células imunes ativadas. Há uma 
migração maciça e rápida de macrófagos, que liberam citocinas pró-inflamatórias no sitio da 
lesão. Outras células, como as células de Schwann e a micróglia também podem produzir fator 
de necrose tumoral (TNF) e interleucinas-1 e 6 (IL-1 e IL-6) (WATKINS et al., 1995). Os 
macrófagos parecem ser responsáveis pela sensibilidade anormal a vários estímulos, assim 
como pela atividade expontânea aberrante dos nervos periféricos lesionados. Além disso, os 
macrófagos podem liberar glutamato, além de citocinas, causando aumento da excitabilidade 
neuronal (WATKINS et al., 1995).
Entre os mediadores inflamatórios de maneira geral, a produção e ação das cininas é 
vista como crítica para a iniciação da dor, produção de alodínia e hiperalgesia (LEVINE et al.. 
1993; DRAY e PERKINS, 1997). As vias bioquímicas envolvidas na síntese e degradação das 
cininas compreendem mecanismos bem estabelecidos (REGOLI e BARABÉ, 1980; BHOOLA et 
al., 1992). As cininas formadas a partir de precursores chamados cininogénios, através da ação 
das cininogenases, em resposta a estímulos fisiológicos, ou durante o processo inflamatório, 
também são importantes mediadores da dor inflamatória (MURRAY et al., 1990; BEAUBIEN et 
al., 1991). Depois de formadas, as cininas, exercem uma série de efeitos biológicos que 
envolvem principalmente a regulação do tônus de vários tipos de musculatura lisa, a regulação 
da pressão arterial, o transporte de glicose e de eletrólitos, além de estimularem a reabsorção
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óssea e a proliferação celular (BHOOLA et ai., 1992). Além dessas ações, as cininas participam 
de vários eventos pró-inflamatórios que incluem dilatação venular, aumento da permeabilidade 
vascular e estimulação de fibras aferentes sensoriais do tipo Aô e C (MARCEAU et ai., 1983; 
HARGREAVES et al., 1988; PROUD e KAPLAN, 1988; DRAY e PERKINS, 1997).
Pacientes com dor neuropática normalmente não respondem satisfatoriamente ao 
tratamento com drogas analgésicas convencionais como por exemplo, os antiinflamatórios não- 
esteroidais e opióides. Estes pacientes respondem aos antidepressivos triciclicos ou inibidores 
de recaptação de serotonina e noradrenalina ou, em outras situações, com anticonvulsivantes, 
todos com eficácia limitada e efeitos adversos indesejáveis (KINGERY, 1997). Procedimentos 
neurocirúrgicos e neurocirurgia funcional, incluindo estimulação do cérebro ou da medula 
espinhal, são procedimentos controversos, enquanto a estimulação transcutãnea do nervo pode 
promover algum alívio. Os anestésicos locais também têm sido usados para bloquear pontos de 
disparo de estímulos nociceptivos em, nervos periféricos, raízes dorsais, plexos e no sistema 
nervoso simpático, porém com efeito de curta duração. 0  bloqueio permanente com injeção de 
fenol ou a crioterapia apresentam riscos de prejuízo funcional irreversível e não têm sido 
avaliados em modelos controlados por placebo. A administração epidural de drogas tais como 
clonidina, esteróides, opióides ou midazolam é invasiva, tem efeitos locais e a eficácia destas 
drogas não tem sido avaliada adequadamente.
Desta forma, atualmente não existe tratamento adequado para prevenir o 
desenvolvimento da dor neuropática (NIKOLAJSEN et al., 1997) nem medidas adequadas e 
específicas para controlar a dor neuropática já instalada (KINGERY, 1997; KOLTZENBURG, 
1998). Portanto, é necessário desenvolver medidas terapêuticas mais eficazes que possam 
controlar mecanismos e sintomas da dor neuropática (WOOLF e MANNION, 1999).
A dor neuropática é classificada de acordo com a etiologia do agente causador da lesão 
ao sistema nervoso ou de acordo com a distribuição anatômica da dor. Embora esta
classificação possa ser usada no diagnóstico diferencial da neuropatia e para modificações no 
tratamento da doença, ela não oferece sustentação para o tratamento clínico da dor. A relação 
entre a etiologia, mecanismos, e sintomas é complexa. A dor que se manifesta em diversas 
doenças pode apresentar mecanismos comuns. Por outro lado, um mesmo mecanismo pode ser 
responsável por muitos sintomas diferentes. Além disso, o mesmo sintoma em dois pacientes 
pode ser causado por mecanismos diferentes. Finalmente, mais de um mecanismo pode estar 
em atividade em um único paciente e estes mecanismos podem alterar-se no transcorrer do 
processo. Portanto, em pacientes com dor neuropática é impossível, ainda, reconhecer os 
mecanismos responsáveis pela dor com base somente na etiologia ou na distribuição e natureza 
dos sintomas. Sem a identificação dos mecanismos, uma boa estratégia de tratamento para 
pacientes com esse tipo de dor não pode ser adotada (WOOLF e MANNION, 1999).
A dor neuropática periférica manifesta-se como dor espontânea (dor independente de 
estímulo) ou hipersensibilidade dolorosa provocada por um estímulo após dano ou alterações 
nos neurônios sensoriais (dor provocada por estímulo). As substâncias químicas que existem ao 
redor dos terminais periféricos dos nociceptores determinam uma sensibilidade basal e limiar de 
ativação, sendo que mediadores inflamatórios e citocinas podem sensibilizar terminais de modo 
que estes comecem a responder nonnalmente a estímulos térmicos e mecânicos inócuos. A 
inflamação do nervo ou gânglio nervoso pode também alterar a função de neurônios pelo 
surgimento de novos mensageiros químicos que alteram a função bioquímica ou sobrevivência 
das células. A perda de células ou axônios reduz a sensibilidade e induz mudanças nos 
neurônios vizinhos que sobrevivem (WOOLF e MANNION, 1999).
Diante do exposto, é fácil entender porque o tratamento da dor é um dos principais 
desafios para a terapêutica médica. A terapia analgésica atual consiste principalmente na 
escolha de duas classes de drogas, os opióides e as drogas antinflamatórias não esteroidais. 
Embora tenham sido produzidos derivados sintéticos e aprimoradas as técnicas de
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administração estes avanços não permitiram eliminar os efeitos colaterais típicos dessas classes 
de substâncias. Os analgésicos anti-inflamatórios não esteroidais causam prejuízos gastro­
intestinais e renais, enquanto que os opióides causam sedação, depressão respiratória, náusea, 
constipação intestinal e possivelmente dependência, entre outros efeitos (WIESESENFELD- 
HALLIN, 1998). Apesar do avanço significativo na elucidação dos processos de transmissão da 
dor, a morfina (opióide), mesmo com os seus efeitos colaterais, continua sendo a substância 
mais utilizada para o tratamento da dor (para revisão veja: PERKINS e DRAY, 1996). Devido a 
esta complexidade e dificuldade, não só para o entendimento, mas também para o 
estabelecimento de medidas terapêuticas através do uso de drogas, toma-se necessário o 
delineamento de novas altemativas terapêuticas para auxiliar na terapia da dor.
Apesar dos esforços da comunidade científica para desenvolver novas drogas 
analgésicas e dos avanços recentes ocorridos em áreas como a biologia molecular, 
eletrofisiologia e genética, o tratamento da dor, especialmente a dor crônica ainda constitui um 
grande desafio.
0  uso de plantas medicinais para o tratamento de doenças é uma prática comum de 
várias civilizações e tem sua origem nas tradições milenares da China e índia (ERGIL, 1996). 
Esta forma de tratamento, hoje bastante difundida no mundo inteiro, foi inicialmente utilizada em 
grande escala pela população mral e menos favorecida financeiramente, devido ao difícil acesso 
que tinham e ainda têm a medicina alopática convencional. 0  aumento do consumo de 
fitoterápicos (medicamentos fabricados a partir de plantas medicinais), inicialmente por indicação 
das terapias chamadas “não convencionais” e depois por toda a comunidade médica (HOFFMAN 
e LEADERS, 1996), associado ao desenvolvimento de técnicas avançadas para o estudo das 
suas reais propriedades fannacológícas, vem contribuindo para que os produtos naturais 
ocupem posição expressiva no desenvolvimento de substâncias terapêuticas (CRAGG et al., 
1997; DE SMET, 1997; SHU, 1998, CALIXTO et al.. 2000a, b; 2001).
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Diversas drogas analgésicas importantes hoje disponíveis no mercado foram obtidas 
direta ou indiretamente a partir de produtos naturais. Dentre elas, podemos citar a morfina, 
obtida da Papaver somniferum, a capsaicina, extraída do gênero Capsicum e o ácido salicílico, 
extraído do gênero Salix. A partir do ácido salicílico, Dreser sintetizou, em 1899, o ácido acetil 
salicílico, droga ainda disponível comercialmente na forma original. Portanto, a necessidade de 
novas substâncias analgésicas tem renovado o Interesse da maioria das companhias 
fannacêuticas por derivados de plantas como fonte de novas drogas clinicamente úteis (para 
revisão veja: SHU, 1998; DAMAJ et al., 1999; CALIXTO et al., 2000a, b; 2001).
Dentre os compostos naturais que têm chamado a atenção pelos seus efeitos 
farmacológicos e por sua baixa toxicidade estão os triterpenos pentaclclicos (SAFAYHI e 
SAILER, 1997; OTUKI et al., 2001). Os triterpenos pentaclclicos são compostos encontrados em 
diversas famílias de plantas superiores (Lauraceae, Rosaceae, Vochysiaceae), e são de fácil 
purificação (para revisão veja: MAHATO e SEM, 1997). Dentre as propriedades famnacológicas 
mais comuns destes compostos podem ser mencionadas: inibição da promoção de tumor, 
atividade ant-iinflamatória (ácidos gllcin-etínico, ursólico, oleanóllco e cratególico, p-amirina e 
outros) (SUGISHITA, 1982; YING, 1991; SAFAYHI e SAILER, 1997), efeito anti-edematogênico 
(ácido tormêntico) (RECIO et al., 1995), efeito protetor na peroxidação lipídica (ácidos oleanóllco 
e ursólico) (LIU, 1995) e também hipogllcemiante (ácido tormêntico) (VILLAR, 1986; IVORRA, 
1988).
0  ácido tormêntico é um triterpeno pentacicllco cuja estrutura química compreende cinco 
anéis com oito centros quirais (Figura 1) e é pertencente a série dos ursanos (para revisão veja: 
RECIO et al., 1995; MAHATO e SEM, 1997). Esse composto é encontrado em várias plantas 
como a Ocotea suaveolens, Poterium ancistroides, Hyptis capitata e Vochysia divergens Pohl 
(HOUGHTON e LIAN, 1986; VILLAR et al., 1986; LEE et al., 1988; HESS e MONACHE, 1999).
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Figura 1 -  Fórmula estrutural do ácido tormêntico
0  ácido tormêntico é extraído das cascas da Vochysia divergens Pohl (Figura 2), planta 
pertencente a família Vochysaceae, originária da Amazônia mas também encontrada em solos 
úmidos do pantanal do Mato Grosso do Sul. A Vochysia divergens é conhecida populannente 
como “cambará branco” e utilizada na medicina popular contra infeções e asma (POTT e POTT, 
1994).
Existem relatos atribuindo diversas atividades fannacológicas ao ácido tormêntico. Em 
1996, XU e colaboradores demonstraram a atividade inibitória in vitro sobre a protease do HIV-1 
apresentada pelo ácido tormêntico isolado a partir da Geum japonicum. VILLAR e colaboradores 
(1986) isolaram o ácido tormêntico a partir da Poteríum ancistroides (Rosaceae), popularmente 
utilizada para o tratamento do diabetes, e verificaram propriedades hipoglicemiantes desse 
princípio ativo em ratas. Estudos complementares realizados por IVORRA e colaboradores 
(1988) atribuíram esta propriedade hipoglicemiante a uma provável interação com células p das
ilhotas de Langerhans.
HIRAI e colaboradores (2000) verificaram que o triterpeno ácido tormêntico é um dos 
responsáveis pela resistência de morangos á infeção por fungos {Colletotrichum fragaríae).
ISOBE e colaboradores (1989) isolaram o áddo tormêntico a partir das folhas da Leucoseptrum 
steilipilium (MIQ) e demonstraram sua atividade antibacteriana contra Streptococcus mutans.
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Figura 2 -  Aspectos gerais das partes aéreas da Vochysia divergens PohI. (Fonte: MARQUES et 
al.,2001).
Em 1995, RECIO e colaboradores observaram atividades antiedematogênicas 
sistêmicas e tópicas do ácido tormêntico contra edema de pata induzido por can^agenina ou no 
edema de orelha induzido por 12-0-acetato de tetradecanoilforbol (TPA), respectivamente. A 
propriedade antinociceptiva do ácido tomêntico foi inicialmente descrita por BEIRITH e 
colaboradores (1999), utilizando o modelo de nocicepçào induzida pela fonnalina. A 
administração intraperitoneal do triterpeno causou inibição tanto da fase neurogênica (primeira
fase) quanto da fase inflamatória (segunda fase) do modelo, com DIso de 12,5 (8,9 -17,8) e 10,6 
(7,8 - 14,3) mg/kg, respectivamente. 0  ácido tormêntico mostrou-se ser cerca de 2 a 8 vezes 
mais potente em inibir a fase inflamatória no teste da formalina quando comparado com algumas 
drogas anti-inflamatórias não esteroidais (DAINES) como a aspirina, acetaminofeno e dipirona 
(BEIRITH, et al., 1999). Contudo, o que se destaca é sua eficácia e potência em prevenir a 
resposta nociceptiva neurogênica, contra a qual a maioria das DAINES é ineficaz. As ações 
antinociceptivas do ácido tormêntico se assemelham àquelas da morfina e dipirona (BEIRITH et 
al., 1999). Esses resultados, analisados em conjunto, despertaram o interesse em investigar a 




Os objetivos do presente estudo foram:
1) Analisar o efeito antinociceptivo do triterpeno pentacíclico ácido tormêntico, 
administrado através das vias sistêmica, tópica, espinhal e supraespinhal, em modelos 
agudos de nocicepção química e térmica em camundongos.
2) Investigar o efeito do tratamento prolongado por via oral com o ácido tormêntico na 
nocicepção persistente em camundongos, através do emprego de dois modelos de 
nocicepção: a neuropatia induzida por constrição parcial do nervo ciático e a dor 
inflamatória causada pela administração de adjuvante completo de Freund (CFA).
3) Avaliar a possível interação do ácido tormêntico com os receptores glutamatérgicos, 
com 0 auxílio de técnica de união específica {binding) em membranas de 
sinaptossomos de córtex cerebral de camundongos.
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3. MATERIAL E MÉTODOS
3.1. Animais
Foram utilizados camundongos suíços machos e fêmeas, pesando entre 20 e 30 g, 
criados no Biotério Centrai da Universidade Federai de Santa Catarina. Os animais foram 
mantidos em temperatura controlada (23 ±  2 °C), em ciclo 12 h ciaro/12 h escuro, tratados 
com água e ração ad libitum  e permaneceram no laboratório durante um período de 
adaptação de pelo menos 1 h antes dos testes farmacológicos, realizados geralmente 
entre 8 e 17 h, a temperatura de 20 ± 3 °C.
3.2. injeção intratecal (i.t.)
A administração de drogas através da via i.t. foi feita de acordo com o método 
descrito por HYLDEN e WILCOX (1980), com algumas modificações. Inicialmente, os 
animais foram imobilizados em um contentor para posterior injeção de um volume de 5 |j,l 
da droga em análise ou do veículo entre as vértebras L5 e L6, com uma microseringa 
conectada a um tubo de polietileno. As respostas nociceptivas foram avaliadas após 10 
min.
3.3. Injeção intracerebroventricular (i.c.v.)
Para a administração de drogas através da via i.c.v., seguiu-se o método descrito 
por LAURSEN e BELKNAP (1986), com algumas modificações. Após serem levemente 
anestesiados com éter, os animais receberam uma injeção contendo 5 )al da droga em 
análise ou veículo num dos ventrículos laterais (coordenadas para localização em relação 
ao bregma: 1 mm lateral, 1 mm rostral, 3 mm vertical). As respostas nociceptivas foram 
avaliadas após 10 min.
3.4. Estudo da atividade antinociceptiva
Os experimentos relacionados a seguir foram realizados com a finalidade de 
avaliar o efeito antinociceptivo do ácido tormêntico, administrado por.diversas vias, sobre 
modelos de nocicepção térmica, química e mecânica. A possível interação do ácido 
tormêntico com receptores glutamatérgicos foi verificada através de ensaio neuroquímico. 
A possibilidade de seu efeito antinociceptivo estar associado a efeitos não específicos 
como queda da temperatura corporal, sedação ou relaxamento muscular dos animais 
também foi avaliada.
3.4 .1 . Nocicepção induzida pela formalina
Para analisar o possível efeito antinociceptivo do ácido tormêntico, foi utilizado o modelo 
da nocicepção induzida pela formalina, que pemnite distinguir dois tipos de dor, uma de origem 
neurogênica, como resultado da estimulação direta dos neurônios nociceptivos e outra de origem 
inflamatória, caracterizada pela liberação de diversos mediadores inflamatórios. 0  teste da 
formalina permite evidenciar duas fases de sensibilidade dolorosa: a primeira, que ocorre
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durante os primeiros 5 min após a injeção de formalina, e a segunda, que ocorre ente 15 e 30 
min após a injeção de formalina (resposta tônica à dor).
Os procedimentos foram realizados como descrito anteriormente por DUBUiSSON e 
DENNIS (1977) e SHIBATA e colaboradores, (1989), com algumas modificações (VAZ et al., 
1996). Foram injetados 20 |al de formalina a 2,5% (0,92% de formaldeido) na região plantar 
(intraplantar; i.pl.) da pata posterior direita, em camundongos. Logo após a injeção de fomialina, 
os animais foram colocados individualmente sob um funil de vidro invertido (20 cm de diâmetro) 
e um espelho posicionado na parte posterior do funil foi utilizado para facilitar a visualização. A 
seguir, foi cronometrado por um período de 30 min (0-5 min, primeira fase e 15-30 min. segunda 
fase) 0 tempo em que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada com 
formalina, sendo esse período considerado como indicativo de dor.
Para avaliar o efeito antinociceptivo do ácido tormêntico neste modelo os animais foram 
tratados com este composto através das vias oral (0.3- 100 mg/kg). 1 h antes da injeção de 
formalina. i.c.v. (0.3 -  30 |jg/sítio) ou i.t. (0.3 -  30 |j,g/sítio) 10 min antes da injeção de fomialina. 
Os grupos controle receberam o mesmo volume do veículo utilizado para diluir o ácido 
tormêntico.
Ao final do tempo de observação, os animais foram sacrificados por deslocamento 
cervical e as patas posteriores foram cortadas na junção tíbio-tarsal e pesadas em balança 
analítica para quantificação do edema induzido pela formalina. A diferença entre o peso (em mg) 
das patas direita e esquerda foi considerada como índice de edema.
3.4.2.N ocicepção induzida pela capsaicina
Este modelo, proposto por SAKURADA et a!., (1992), é importante para o estudo de 
compostos que atuam sobre a dor de origem neurogênica. A injeção de capsaicina induz 
estimulação seletiva de um grupo específico de neurônios nociceptivos, causando a liberação
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periférica e espinhal de vários neuropeptideos (substância P, neurocinina A e neurccinina B) e 
de glutamato (SAKURADA et al., 1992; 1993). Este teste foi empregado visando evidenciar a 
possível interação do ácido tormêntico com mediadores liberados de fibras sensíveis a 
capsaicina.
Antes do teste os animais foram colocados individualmente sob um funil de vidro 
transparente (20 cm de diâmetro) invertido por um período de adaptação de, no mínimo 20 min 
Grupos de animais foram tratados com ácido tormêntico por via oral (v.o., 0.1 -  10 mg/kg), 1 h 
antes. Posteriormente, cada animal recebeu 20 [x\ de solução de capsaicina (1,6 |ag/pata), 
injetada por via i.pl. Os animais foram observados individualmente durante 5 min após a injeção 
de capsaicina. 0  tempo em que o animal permaneceu mordendo ou lambendo a pata injetada 
com capsaicina foi cronometrado e considerado como indicativo de dor.
3.4.3. Nocicepção induzida pelo glutam ato
0  glutamato é um neurotransmissor importante na transmissão da informação 
nociceptiva tanto no SNC quanto na periferia. Quando aplicado intraplanjarmente, o 
glutamato pode causar hiperalgesia em ratos (JACKSON et al., 1995). Levando em 
consideração estes relatos, foi avaliada a possível ação antinociceptiva do ácido tomnêntico 
na nocicepção induzida pelo glutamato, quando injetado na superfície plantar da pata 
traseira direita de camundongos (BEIRITH et al., 2002). Foram injetados 20 |al de glutamato 
(30,0 |j,mol/pata) na região plantar (intraplantar; i.pl.) da pata posterior direita, em camundongos. 
Logo após a injeção, os animais foram colocados individualmente sob um funil de vidro invertido (20 
cm de diâmetro) e um espelho posicionado na parte posterior do funil foi utilizado para facilitar a 
visualização. A seguir, foi cronometrado por um período de 15 min o tempo em que o animal 
pennaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada com glutamato, sendo esse período 
considerado como indicativo de dor.
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A fim de avaliar o efeito do ácido tormêntico sobre a nocicepção induzida neste 
modelo, diferentes grupos de camundongos receberam ácido tormêntico por via 
intraperitoneal (1 -  200 mg/kg) 30 min antes, oral (1 -  30 mg/kg) 1 h antes ou intraplantar 
(10-100 i^g/pata), co-injetada em associação com glutamato (30,0 fimol/pata, i.pl.).
Para investigar se a antinocicepção causada pelo ácido tomaêntico estaria associada 
a uma atividade antiedematogênica neste modelo, ao final do tempo de observação, os 
animais foram sacrificados por deslocamento cervical e as patas posteriores foram 
cortadas na junção tíbio-tarsal e comparadas conforme descrito acima.
3.4 .3 .1 . Ensaio Neuroquímico
A fim de avaliat a possível interação do ácido tormêntico com receptores glutamatérgicos 
utilizou-se a técnica da união específica de PHJglutamato.
3.4 .3 .1 .1 . Efeito do ácido torm êntico sobre a união específica  
{b in d in ^  de [^H]glutamato
Os camundongos foram sacrificados por decapitação e os córtices cerebrais foram 
dissecados, pesados e homogeneizados em 20 volumes de uma solução de sacarose 0,32 
M, Tris/HCI 10 mM, pH 7,4 e MgCI2 1 mM em um potter de vidro contendo duas vazas. 0  
homogeneizado foi centrifugado a 1.000 g durante 15 min. 0  sobrenadante (SI) dessa 
centrifugação foi separado e mantido em gelo. 0  precipitado contendo a fração nuclear, 
detritos celulares e um pouco de mielina, foi resuspenso no mesmo volume de tampão 
utilizado inicialmente e centrifugado novamente a 1.000 g durante 15 min. 0  segundo 
precipitado foi desprezado, o sobrenadante (S2) misturado a SI, e a mistura centrifugada a 
27.000 g, durante 15 min. 0  precipitado resultante foi resuspenso em 20 volumes de tampão 
Tris/HCI 1 mM, pH 7,4, onde permaneceu no gelo durante 60 min, depois deste período foi
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submetido a centrifugação a 27.000 g durante 15 min. 0  precipitado resuspenso em tampão 
Tris/HCI 10 mM, pH 7,4 e centrifugado a 27.000 g durante 15 min (SOUZA e RAIVlÍMREZ, 
1991), procedimento que foi repetido três vezes. 0  precipitado resultante da terceira 
lavagem foi resuspenso em tampão Tris/HCI 10 mM, pH 7,4 de forma a obter uma 
concentração protéica em torno de 2,0 mg de proteína por ml. A concentração de proteínas 
foi determinada pelo método de Lowry (LOWRY et al., 1951).
Os ensaios de união específica (binding) de pHJgiutamato foram realizados em 
triplicata em um volume total de 0,5 ml contendo 0,1 ml de membrana (0,2 - 0,3 mg 
proteína), tampão Tris/HCI 50 mM, pH 7,4, ligante radioativo (PH]glutamato, 46 Ci/mmol) 40 
nM, na presença ou ausência de ácido tormêntico (concentração na ordem de 19,8 e 198,4 
nM). A união inespecífica foi realizada da mesma maneira, com exceção de que 40 |j,M de 
glutamato não-radioativo {displacer ou deslocador) foram acrescentados ao meio de 
incubação. Após 15 min de incubação a 30 °C, as membranas foram centrifugadas a 4000 
rpm durante 15 min para separar o PH]glutamato não ligado às membranas. 0  sobrenadante 
foi descartado, as paredes dos tubos eppendorf e as superfícies dos precipitados {pellets) 
foram completa e cuidadosamente lavadas com água milli-Q a 4 °C. Após a secagem das 
paredes dos eppendorf, o pellet foi resuspenso com solução de duodecil sulfato de sódio 
(SDS) 0,1% com 0 intuito de solubilizar as proteínas. Após 12 h foi retirada uma alíquota de 
cada tubo e a estas foi acrescentado o líquido de cintilação. A radioatividade foi avaliada em 
cintilador (Packard -  1600 TR). A união específica {binding) foi calculada como a diferença 
entre os valores da união específica {binding) na ausência e na presença do glutamato não- 
radioativo. Os resultados representam a média de três experimentos independentes.
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3.4 .4 . Teste da placa quente
0  teste da placa quente foi utilizado de acordo com o método descrito 
anteriormente por WOOLFE e MCDONALD (1944), com algumas modificações. Neste 
experimento, o aparelho de placa quente (Ugo Basile, modelo-DS 37) foi mantido a 52 ± 1 
°C. Camundongos foram tratados com ácido tonnêntico (10 -  100 mg/kg, v.o.), ou com 
veículo (10 ml/kg). A nocicepção foi avaliada 1. 2, 3 e 4 h após o tratamento. Para tal, os 
animais foram colocados em um cilindro de vidro com 24 cm de diâmetro sobre uma 
superfície aquecida. 0  tempo decorrido entre a colocação do animal na superfície 
aquecida e o aparecimento da reação de lamber as patas foi registrado e considerado 
como índice de latência a dor. Um tempo máximo de latência de 30 s foi utilizado para 
prevenir possíveis danos teciduais. Cada animal foi avaliado 24 h antes do teste a fim de 
obter uma resposta homogênea entre os grupos (10 ± 2 s) eliminando-se aqueles que 
apresentaram uma latência inadequada na temperatura utilizada.
3.4 .5 . Medida do desempenho motor
Com 0 intuito de verificar os possíveis efeitos relaxantes musculares não 
específicos ou sedativos do ácido tormêntico sobre o sistema nervoso central, os animais 
foram avaliados no teste do rota rod (ROSLAND et al., 1990) e no campo aberto (SIEGEL, 
1946; ARCHER, 1973).
3.4.5.1. Teste do rota rod
0  aparelho de rota rod (Ugo Basile. Modelo 7600) consiste em um cilindro com 2,5 
cm de diâmetro, subdividido em seis compartimentos por discos de 25 cm de diâmetro. 0  
cilindro gira a uma velocidade constante de 22 rotações por min. Os camundongos foram 
selecionados com 24 h de antecedência. Foram escolhidos os animais que tiveram apenas
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uma queda durante 60 s. 0  tempo em que os animais permaneceram sobre a barra foi 
cronometrado em segundos. No dia do experimento, os animais foram tratados com ácido 
tormêntico (100 mg/kg, v.o.) ou com veículo 1 h antes de serem submetidos ao teste. Os 
resultados foram expressos como tempo (s) que os animais permaneceram sobre o 
aparelho de rota-rod. 0  tempo máximo utilizado foi de 60 s.
3.4.S.2. Campo aberto (CA)
Os animais foram tratados com ácido tonnêntico (30 mg/kg, v.o.), gabapentina (70 
ou 100 mg/kg. v.o.) ou veículo 1 h antes de serem submetidos ao teste. 0  aparelho 
consiste em uma caixa (30 x 15 x 30 cm) dividida em nove quadrados. Cada animal foi 
colocado individualmente em um canto da caixa. A tendência natural de um animal perante 
um ambiente novo é a de explorá-lo (MONTGOMERY, 1955). Para avaliar esta atividade 
foram registrados os seguintes parâmetros: movimentação espontânea dos animais 
(número de cruzamentos com as quatro patas entre as divisões do campo, definida como 
exploração horizontal), número de comportamentos de auto-limpeza [grooming) e de 
levantar {rearing  conhecida como exploração vertical), durante um período de 5 min.
3.4 .6 . Tem peratura corporal
Segundo MOGIL e colaboradores (1998), a alteração na temperatura corporal dos 
animais submetidos ao tratamento com drogas pode confundir resultados antinociceptivos 
tanto no teste da formalina como na placa quente. Para avaliar a possível interferência do 
tratamento com o ácido tormêntico na variação da temperatura corporal, foram utilizados 
camundongos machos pesando entre 20 e 28 g, e a temperatura basal dos animais foi 
avaliada com auxílio de um termômetro retal (Lumiscope). Aproximadamente 1 h após a 
medida basal, os animais foram separados em 3 grupos e tratados com ácido tormêntico
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(100 mg/kg, v.o.), morfina (5 mg/kg, s.c.) ou veículo (10 ml/kg, v.o). A temperatura retal foi 
avaliada 30 min pós o tratamento com morfina e 1 h após o tratamento com ácido 
tormêntico ou veículo.
3.4.7. Mononeuropatia causada pela constriçâo parcial do 
nervo ciático
Para realização deste experimento foram utilizados camundongos fêmeas pesando 
entre 20 -  28 g, previamente anestesiadas com hidrato de cloral a 7% (10 ml/kg, i.p.). Foi feita 
uma incisão na coxa, o nervo ciático foi exposto próximo à trifurcação ciática e ligado em volta de 
aproximadamente 1/3 a 1/ 2 da porção dorsal, com um fio de sutura 8.0, similar o procedimento 
descrito em ratos por SELTZER e colaboradores (1990) e adaptado para camundongos por 
MALMBERG e BASBAUM (1998). Em um grupo separado de animais, o nervo ciático foi exposto 
mas não envolto com fio de sutura (falso operados).
Os animais foram separados em 6 grupos, sendo 3 gmpos de operados e os outros 3 
grupos de animais falso operados. Um gmpo de animais operados foi tratado com ácido 
tormêntico (30 mg/kg, v.o.), outro com gabapentina (70 mg/kg, v.o.) e o terceiro recebeu veículo 
e serviu como controle. 0  tratamento com cada droga foi realizado 2 vezes ao dia (8h00 e 
19h00). Os animais foram avaliados 1 h após o primeiro tratamento, a fim de caracterizar uma 
possível ação antinociceptiva aguda dos compostos. Para a verificação da possível ação 
antinociceptiva do tratamento crônico dos compostos, os animais foram avaliados 
aproximadamente às 14h00. Com o intuito de avaliar a atividade per se dos compostos, os 
animais falso operados receberam o mesmo tratamento e foram submetidos a mesma avaliação 
dos animais operados.
A alodínia mecânica foi avaliada utilizando-se monofilamentos de von Frey (filamento de 
0,6 g), sendo as medidas realizadas no 1°, 5°, 6°, 7°, 10°, 11°, 12°, 13°e 14° dias após a cirurgia.
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0  tratamento iniciou-se no 5° dia, quando a neuropatia já estava instalada, e foi mantido até o 
100 dia, quando o tratamento foi interrompido com o intuito de caracterizar a duração do efeito 
antinociceptivo dos compostos testados. No dia anterior à cirurgia os animais foram submetidos 
ao teste de von Frey (filamento de 0,6 g) para caracterização da resposta basal. Apenas os 
animais que apresentavam uma porcentagem de resposta em tomo de 20% (ver abaixo) foram 
selecionados. A aplicação do filamento de von Frey foi executada utilizando-se uma plataforma 
construída especialmente para este teste (PITCHER et al., 1999). A plataforma (70 x 40 cm), 
consiste de uma teia de arame com malha de 6 mm. Para facilitar a aplicação do filamento na 
superfície ventral da pata posterior, os animais foram colocados individualmente em uma câmara 
de observação feita em acrílico ( 9 x 7 x 1 1  cm) sem fundo e coberta com tampa, posicionada 
sobre a platafomna.
0  filamento foi aplicado na pata posterior direita, atendendo alguns critérios como: a 
aplicação se deu perpendicularmente à superfície plantar, com pressão suficiente para 
proporcionar a curvatura do filamento, obtendo-se assim pressão total; os animais foram 
avaliados quando as quatro patas estavam acomodadas sobre a tela; a resposta de retirada da 
pata foi considerada quando o animal removia totalmente a pata da tela de apoio. 0  teste 
consiste na aplicação do filamento, com a duração de 1 s, por 10 vezes consecutivas. Cada 
retirada da pata foi considerada 10% de resposta, sendo que 10 retiradas correspondem a 100% 
de resposta. Foi obedecido um intervalo de 5 s entre uma aplicação e outra.
A escolha do filamento de von Frey (0.6 g) foi determinada através de uma triagem 
prévia. Foram aplicados os filamentos 0.07, 0.6,1.0 e 2,0 g nos animais confomie citado acima, 
para caracterizar a melhor resposta basal. Com a aplicação do filamento 0.6 g os animais 
responderam com uma freqüência de retirada em torno de 20%, uma média considerada ideal 
para se avaliar alodínia mecânica.
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3.4 .8 . Modelo de nocicepção inflam atória crônica induzida por 
CFA
Com 0 objetivo de avaliar o possível efeito do ácido tormêntico na nocicepção de origem 
inflamatória persistente, utilizou-se o modelo de dor inflamatória causada pelo adjuvante 
completo de Freund (CFA). Para tal, 20 )al de CFA foram injetados na jegião plantar (i.pl.) da 
pata posterior direita dos camundongos. A alodinia mecânica foi avaliada 24 h após a aplicação 
do indutor, utilizando-se o filamento de von Frey 0,6 g. Aplicou-se o filamento como descrito no 
item anterior nas duas patas posteriores, a fim de investigar alodinia mecânica secundária (pata 
contralateral). Após a instalação da alodinia mecânica na pata ipsilateral, 1 dia após a 
administração do CFA, iniciou-se o tratamento com ácido tormêntico (30 mg/kg, v.o., 2 vezes ao 
dia) sendo que o grupo controle recebeu apenas o veículo. 0  efeito agudo foi investigado, 
tomando a primeira medida 1 h após o tratamento. Subseqüentemente, a avaliação foi feita uma 
vez ao dia (aproximadamente às 14h00) até o 11° dia após a aplicação de CFA. Com o início do 
tratamento prolongado, os animais foram avaliados 6 h após a primeira dose do dia. 0  
tratamento seguiu do 1° ao 5° dia, reiniciou no 7° e seguiu até o 11° dia, quando então, os 
animais foram sacrificados por deslocamento cervical e sua cavidade abdominal foi aberta. 0 
estômago foi retirado e aberto ao longo da pequena curvatura, lavado com PBS e esticado em 
uma chapa de cortiça, e foi observado com auxílio de lupa com o objetivo de avaliar a presença 
de lesões na mucosa gástrica.
No dia anterior á aplicação de CFA os animais foram submetidos ao teste de retirada da 
pata, aplicando-se filamento de von Frey 0,6 g para caracterização da resposta basal.
A fim de avaliar o possível efeito antiedematogênico do ácido tormêntico, o edema das 
patas posteriores também foi quantificado diariamente. A espessura das patas, medida com um 
micrômetro (Digimatic outside micrometer, Mitutoyo), foi utilizada como índice de edema.
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3.5. Drogas e soluções utilizadas
As seguintes substâncias foram utilizadas: o ácido tormêntico utilizado para os testes 
farmacológicos descritos nesta dissertação foi extraído da fração etanólica da casca pulverizada 
da Vochysia divergens Pohl, (Vochysiaseae). 0  composto foi isolado com alto grau de pureza 
(98%) e com rendimento de 17,5% (HESS e MONACHE, 1999) (fornecido pelo Departamento 
de Química da UFMS). A procedência das drogas utilizadas foram: Merck AG, (Darmstadt, 
Alemanha) para formaldeido e cloridrato de morfina; Sigma Chemical Co. (St. Louis, EUA) 
para o ácido L-glutâmico e CFA; Calbiochem (San Diego, USA) para a capsaicina; Vetec 
(Rio de Janeiro. Brasil) para o hidrato de cloral; Synth (São Paulo, Brasil) para o tween 80; 
Neurontin (Park-Davis, Brasil) para a gabapentina; Amersham International (U.K) para o 
PH]glutamato (46 Ci/mmol). Todas as soluções de drogas foram preparadas imediatamente 
antes do uso em solução salina (NaCI 0,9% v/v), com exceção da capsaicina, que foi 
preparada em etanol absoluto, e do ácido tormêntico que foi dissolvido em NaCI 0,9% + 
tween 80. 0  veículo que serviu de controle foi composto por NaCI 0,9% + tween 80. Tanto a 
concentração final de etanol como a de tween não excederam 5% e não causaram quaisquer 
efeitos pe r se. Nos estudos neuroquímicos, as drogas foram dissolvidas em água de Milli Q.
3.6. Análise estatística
Os resultados estão apresentados como a média ± erro padrão da média (E.P.M), 
exceto os valores de DÍ50 (a dose ou concentração da droga capaz de reduzir em 50% as 
respostas nociceptivas em relação ao valor controle) que estão apresentadas como as 
médias geométricas acompanhadas de seus respectivos limites de confiança de 95%. As
DIsos foram calculados a partir de experimentos individuais, usando pelo menos três doses 
de ácido tormêntico através do método de regressão linear por intermédio do programa 
GraphPad Prism 1.03 software (GraphPad Software). As DIsos foram calculadas mesmo 
quando a inibição máxima apresentada foi por volta de 50%, sabendo-se da imprecisão do 
resultado. A diferença estatisticamente significativa entre os grupos foi avaliada através de 
análise de variância (ANOVA) de uma via, seguida pelo teste de múltiplas comparações de 
Dunnett ou pelo teste Tde Student para amostras não-pareadas, quando apropriado. 
Valores de P menores que 0,05 (P < 0,05) foram considerados como indicativos de 
significância.
4. RESULTADOS
4.1. Estudo da atividade antinociceptiva
4.1 .1 . Nocicepção induzida pela form alina
De acordo com BEIRITH e colaboradores (1999), o ácido tormêntico administrado 
por via i.p. (3 -  60 mg/kg, 30 min) inibiu tanto a primeira quanto a segunda fase da 
nocicepção induzida pela formalina. Utilizou-se o mesmo modelo para testar outras vias de 
administração. Os dados apresentados na Figura 3 mostram que o ácido tormêntico 
administrado pela via oral (0,3 - 100 mg/kg) causou inibição significativa tanto da fase 
neurogênica (0 a 5 min) quanto da fase inflamatória (15 a 30 min) da nocicepção induzida 
pela formalina. 0  valor médio calculado da DIso foi de 11 (3,59 - 35,05) mg/kg para a 
primeira fase. As inibições observadas, em relação ao controle, foram de 55 ± 8% na 
primeira fase e 50 ± 9% na segunda fase. Entretanto, o ácido tormêntico não inibiu de
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Figura 3 - Efeito antinociceptivo do ácido tormêntico (AT) (0.3 a 100 mg/kg), quando administrado por 
via oral 1h, em relação a primeira (A) e a segunda fase (B) da nocicepção induzida pela injeção 
intraplantar de formalina em camundongos. Cada grupo representa a média de 6 - 8 animais e as 
linhas verticais os E.P.M. Difere significativamente do grupo controle, **P<0,01.
Conforme resultados mostrados na Figura 4, quando administrado por via i.t. (0,3 - 
30 |ig/sítio) ou i.c.v. (0.3 - 30 pg/sítio) 10 min antes, o ácido tormêntico não foi capaz de 
inibir significativamente as duas fases da dor induzida pela formalina. Da mesma forma, 
independente da via de administração, o ácido tormêntico não inibiu de maneira 
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Figura 4 - Efeito do tratamento do ácido tormêntico (AT) pelas vias intracerebroventricular (i.c.v.) 
(painéis A e B) e intratecal (i.t.) (painéis C e D), em relação a primeira (A e C) e segunda fase (B e 
D) da nocicepção induzida pela injeção intraplantar de formalina em camundongos. Cada grupo 
representa a média de 6 - 8 animais e as linhas verticais os E.P.M.
4.1 .2 . Nocicepção induzida pela capsaicina
Os resultados apresentados na Figura 5 demonstram que o ácido tormêntico, 
administrado por via oral (0.1 -  3,0 mg/kg), 1 h antes, apresentou efeito antinociceptivo 
significativo quando avaliado no modelo da dor induzida pela capsaicina. A inibição 
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Figura 5 - Efeito antinociceptivo causado pelo ácido tormêntico (AT), quando administrado pela via 
oral, 1 h antes, em relação a nocicepção induzida pela injeção intraplantar de capsaicina em 
camundongos. Cada grupo representa a média de 6 - 8 animais e as linhas verticais os E.P.M. 
Difere significativamente do grupo controle, *P<0,05 e **P<0,01.
4.1 .3 . Nocicepção e edema de pata induzidos pela injeção  
in traplantar de glutam ato
Os resultados da Figura 6 demonstram que o ácido tormêntico foi capaz de inibir, de 
maneira proporcional a dose administrada, a nocicepção causada pela injeção intraplantar 
de glutamato (30,0 }j,mol/20 |j,l) em camundongos. Esta atividade antinociceptiva foi 
observada quando os animais foram tratados com ácido tormêntico pelas vias i.p. (1 - 200 
mg/kg) ou oral (1 -  30 mg/kg), 30 min e 1 h antes da injeção intraplantar de glutamato, 
respectivamente, ou ainda pela via i.pl. (10-100 jag/pata) co-injetado em associação com 
0 glutamato (Figura 5 A, B e C respectivamente). As inibições observadas, em relação aos 
grupos controle, foram 76 ± 7%, 65 ± 7%, 46 ± 8% respectivamente. Os valores médios 
das DIsos foram 11,85 (6,45 - 21,78) e 7,38 (3,91 -  13,95) para as vias i.p. e oral, 
respectivamente.
Independente da via de administração utilizada, o ácido tormêntico não apresentou 
efeito significativo sobre o edema de pata associado à injeção intraplantar de glutamato, 
(resultados não apresentados).
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Figura 6 -  Efeito do ácido tormêntico (AT) administrado por via intraperitonea! (i.p., 30 min A), oral 
(v.o., 1h B) ou intraplantar (i.pl., C), em relação a nocicepção induzida pela injeção intraplantar de 
glutamato. Cada grupo representa a média de 6 -10 animais e as linhas verticais os E.P.M. Difere 
significativamente do grupo controle, *P<0,05 e **P<0,01.
4.1 .3 .1 . Efeito do ácido torm êntico sobre a união específica  
(b in d in ^  de [^H]giutannato em córtex de camundongos
Os resultados representados na Figura 7 mostram que o ácido tormêntico (19,8 e 
198,40 |j,M) não causou inibição significativa da união específica {binding) do pHjglutamato 











Figura 7 -  Efeito do ácido tormêntico (AT) sobre a união específica [binding) de PH]glutamato em 
membranas de córtex cerebral de camundongos, utilizando concentrações de 10 e 100 )ig/ml de 
ácido tormêntico. Cada barra representa a média de três experimentos independentes (cada 
experimento realizado em triplicata) e as linhas verticais indicam os E.P.M. Difere 
significativamente do grupo controle, ***P <0,001.
4.1 .4 . Teste  da piaca quente
0  tratamento dos animais com ácido tormêntico (10 -  100 mg/kg, v.o.) 1 h antes, 
causou efeito antinociceptivo significativo, verificado através do aumento do tempo de 
latência dos animais sobre a placa aquecida, quando avaliado 1, 2, 3 e 4 h após o 
tratamento conforme mostra a Figura 8. As dose de 30 e 100 mg/kg apresentaram 
aumento do tempo de latência já na primeira h, sendo que esse efeito durou até 3 h, com 




•AT 100 mg/kg 
• AT 30 mg/kg 
AT 10 mg/kg
Figura 8 -  Curvas tempo e dose resposta para o efeito antinociceptivo do ácido tormêntico (AT), 
quando administrado pela via oral, em relação a nocicepção térmica no modelo da placa quente 
em camundongos. ( • :  controle (veículo); □: AT 100 mg/kg; O: AT 30 mg/kg; A: AT 10 mg/kg). 
Cada grupo representa a média de 4 - 6 animais e as linhas verticais os E.P.M. Difere 
significativamente do grupo controle, *P<0,05 e **P<0,01.
4.1 .5 . Medida do desempenho motor
0  ácido tormêntico, na dose de 100 mg/kg (maior dose testada, por via oral, nos 
modelos de dor), administrado por v.o. 1 h antes do teste, não alterou significativamente a 
resposta motora dos animais quando avaliado no modelo do rota rod (dados não 
mostrados). 0  tempo que os animais controle permaneceram no aparelho foi de 57,14 ± 
0,73 s, enquanto que o tempo que os animais tratados com ácido tomiêntico pennaneceram 
foi de 57,16 ±0,74 s.
Além disso, ácido tormêntico (30 mg/kg) e a gabapentina (70 mg/kg), administrados 
por v.o. 1 h antes, não alteram significativamente a resposta dos animais no teste do 
campo aberto quando comparados aos animais do grupo controle. Porém, a gabapentina 
na dose de 100 mg/kg, v.o. interferiu tanto no número de cruzamentos quanto na 
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Figura 9 -  Efeito do tratamento dos animais com ácido tormêntico (AT) (30 mg/l(g), gabapentina 
(70 ou 100 mg/kg) ou veículo no modelo do campo aberto. Cada grupo representa a média de 6 
animais e as linhas verticais os E.P.M. Difere significativamente do grupo controle, **P<0,01 e 
***P <0,001.
4.1 .6 .Tem peratura corporal
Os animais tratados com morfina (5 mg/kg, s.c. 30 min antes) tiveram uma 
significativa redução na temperatura corporal. Porém nos animais tratados com ácido 
tormêntico (100 mg/kg, v.o.) ou veículo (10 ml/kg, v.o.), 1 h antes, não foram observadas 











(100  m g /k g , v.o.) (5  m g /k g , s .c .)
Figura 10 -  Efeito do tratamento com ácido tormêntico (AT) (v.o.) ou morfina (s.c.), na temperatura 
retal de camundongos. As barras brancas representam os valores antes do tratamento, e as 
barras pretas pós tratamento. Cada grupo representa a média de 6 animais e as linhas verticais os 
E.P.M. Difere significativamente do pré tratamento, *P<0,05.
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4.1 .7 . Mononeuropatia causada pela constrição parcial do nervo 
ciático
Conforme mostra a Figura 12, a ligação parcial do nervo ciático produziu aumento na 
freqüência de retirada (alodinia mecânica) da pata ipsilateral, avaliada pela aplicação do 
filamento de von Frey 0,6 g. Os animais operados apresentaram sinais de alodinia a partir do 5° 
dia após a cimrgia, atingiram a resposta máxima no 7° dia e a sensibilidade permaneceu 
aumentada por mais de 14 dias. A cirurgia não alterou significativamente tanto a freqüência da 
pata contralateral dos animais operados (dados não mostrados) quanto a freqüência da pata 
ipsilateral (Figura 12) e contralateral dos animais falso operados (dados não mostrados). 0  
tratamento agudo (1 h) com gabapentina (70 mg/kg), mas não com ácido tormêntico (30 mg/kg), 
diminuiu significativamente a resposta de retirada da pata ipsilateral nos animais com lesão no 
nervo ciático (Figura 11). Por outro lado, o tratamento prolongado por via oral com ácido 
tormêntico (30 mg/kg, 2 vezes ao dia), diminuiu significativamente a resposta de retirada da pata 
ipsilateral nos animais com ligação parcial do nervo ciático, observado 3 dias após o inicio do 
tratamento, efeito que se manteve por até 3 dias após a sua retirada (Figura 12). A gabapentina 
administrada por via oral (70 mg/kg, 2 vezes ao dia) apresentou um perfil semelhante ao ácido 
tormêntico, porém a duração do efeito após retirada da droga foi menor. A inibição observada foi 
de 91 ±  19% para o ácido tormêntico e 76 ± 13% para a gabapentina. 0  mesmo tratamento não 
alterou a resposta de retirada da pata dos animais falso operados, demonstrando que ambas as 
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Figura 11 -  Efeito do tratamento agudo por via oral com ácido tormêntico (AT) ou gabapentina na 
aiodinia mecânica induzida pela ligação parcial do nervo ciático. 0 tratamento agudo iniciou-se no 
5” dia após a cirurgia quando a aiodinia mecânica já estava instalada. Os valores basais foram 
obtidos no dia anterior a cirurgia. As barras brancas representam os valores antes do tratamento, 
enquanto as barras pretas 1 h após o tratamento. Cada grupo representa a média de 6 -  8 animais 
e as linhas verticais os E.P.M. Difere significativamente do pré tratamento, *P<0,05; difere 
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Figura 12 -  Curva tempo resposta para o efeito antinociceptivo após tratamento por via oral com 
ácido tormêntico (AT) ou com gabapentina na aiodinia mecânica induzida pela ligação parcial do 
nervo ciático. Os valores basais foram obtidos no dia anterior à cirurgia. • :  falso operados (NaCI 
0,9% + Tween 80); O: operados controle (veículo); □: AT (30 mg/kg); A: gabapentina (70 mg/kg). 
Cada grupo representa a média de 6 -  8 animais e as linhas verticais os E.P.M. Difere 
significativamente do grupo controle, *P<0,05; **P<0,01 e ***P <0,001; difere significativamente do 
grupo de falso operados, ###P<0,001.
4.1 .8 . Modelo de nocicepção ínflam atória crônica induzida por 
CFA
A injeção de CFA aumentou a freqüência de retirada da pata após aplicação do 
filamento de von Frey tanto na pata ipsilateral à injeção, como na contralateral, porém com perfil 
diferente (Figura 13 A e B). A aiodinia mecânica na pata tratada (ipsilateral) foi notada a partir do 
1° dia após a aplicação de CFA e continuou aumentada até o 11° dia. Na pata contralateral a 
aiodinia mecânica apareceu no 2° dia, não foi observada no 3°, 4° e 5° dia, porém retornou no 
6° dia e permaneceu aumentada até o 11° dia após a injeção de CFA. 0  tratamento agudo com 
ácido tormêntico por via oral (30 mg/kg) 1 h antes, não foi eficaz em inibir de forma significativa a 
aiodinia mecânica (dados não mostrados). No entanto, o tratamento prolongado por via oral com
ácido tormêntico (30 mg/kg. 2 vezes ao dia), diminuiu significativamente a alodinia mecânica a 
partir do 2° dia do tratamento e atingiu inibição máxima de 82 ±  9% no 4° dia. A suspensão do 
tratamento com ácido tormêntico (30 mg/kg, 2 vezes ao dia) no 5° dia após a aplicação de CFA 
pennitiu restabelecer a alodinia mecânica na pata ipsilateral. 0  tratamento com ácido tomaêntico 
iniciado no 7° após CFA e mantido até o 11° dia novamente causou marcada ação 
antinociceptiva cuja inibição máxima já foi atingida no 2° dia na pata contralateral (100 ± 11%) e 
no 3° dia na pata ipsilateral (82 ± 7%), após o retomo do tratamento (Figura 13). 0  mesmo 
tratamento não inibiu de maneira significativa a formação do edema de pata induzido pelo CFA. 
No 11° dia os animais foram sacrificados e examinados quanto a presença de irritação gástrica 








CO «D 5 0 .
■g o
• | S  ^  >  o ■o
100-,
2 X ao dia
I------- 1------- 1------- 1------- 1------- r
b a s a l  1 2  3  4  5
I -
2 X ao dia












Figura 13 -Efeito antinociceptivo dependente do tempo para o efeito antinociceptivo causado pelo 
tratamento por via oral com ácido tormêntico (AT) na alodinia mecânica induzida pelo CFA na pata 
ipsüateral (A) e na pata contralateral (B). Os valores basais foram obtidos no dia anterior a 
aplicação de CFA. • :  controle (Veículo); O: tratados com (AT 30 mg/kg). Cada grupo representa 
a média de 6 animais e as linhas verticais os E.P.M. Difere significativamente do grupo controle, 
*P<0,05 e **P<0,01; ***P <0.001; difere significativamente da medida basal,###P<0.001.
Os resultados apresentados no presente estudo mostram que o tratamento agudo 
sistêmico dos animais com ácido tormêntico mostrou-se efetivo em inibir a nocicepção de origem 
neurogênica causada tanto pela administração de formalina como pela administração de 
capsaicina em camundongos. Em adição, o ácido tormêntico administrado pela via sistêmica ou 
local foi efetivo em inibir a nocicepção induzida pelo glutamato. Além disso, os resultados do 
presente estudo mostram que o tratamento prolongado por via oral com o ácido tomnêntico 
reduziu de maneira significativa a nocicepção persistente causada pela constrição parcial do 
nervo ciático (dor neuropática) e a dor inflamatória persistente causada pela administração do 
adjuvante completo de Freund em camundongos. Esses resultados são relevantes considerando 
a atual falta de altemativas terapêuticas para o tratamento da nocicepção persistente, 
especialmente nas neuropatias.
Quando testado no modelo da dor induzida pela injeção intraplantar de fomialina, o 
ácido tormêntico, administrado pela via oral, inibiu de maneira significativa as duas fases de 
nocicepção induzida peia fonnalina. 0  modelo da formalina é caracterizado por dois tipos 
distintos de nocicepção. Diversos autores têm proposto que a primeira fase (fase neurogênica) 
da nocicepção causada pela fomialina envolve a estimulação química direta dos nociceptores 
(DUBUISSON e DENNIS, 1977; HUNSKAAR et al„ 1985), principalmente das fibras aferentes do 
tipo C e também, em parte, das fibras Aô (HEAPY et al., 1987). A formalina também é capaz de 
degranular mastócitos causando a liberação de histamina e serotonina (FUJIMAKI et al., 1992). 
Estudos recentes realizados por PARADA e colaboradores (2001), com o uso de antagonistas 
específicos, mostraram a participação de receptores Hi para a histamina tanto na primeira 
quanto na segunda fase da nocicepção induzida pela formalina, enquanto os receptores H2 não 
parecem estar envolvidos neste modelo de dor. Além disso, animais com deleção gênica dos 
receptores Hi também confinnam 0 envolvimento desses receptores nas duas fases da dor
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5. DISCUSSÃO
induzida pela formalina (MOBARAKEH et ai., 2000). No que diz respeito a participação da 
serotonina na nocicepção causada pela formalina, existem evidências indicando que os 
receptores do tipo 5-HT4/3 possam estar envolvidos tanto na primeira quanto na segunda fase 
desse modelo de nocicepção, enquanto que os receptores 5-HTia parecem ter participação 
apenas na segunda fase. A ativação direta do nociceptor por histamina e serotonina libera 
neuropeptideos como substância P. neurocinina A, neurocinina B e 0 peptídeo relacionado ao 
gene da calcitonina (CGRP) (SANTOS e CALIXTO, 1997a; CAO et al., 1998), além de 
aminoácidos excitatórios como 0 glutamato e 0 aspartato (OMOTE et al, 1998). Estes 
mediadores químicos parecem ser os responsáveis pela nocicepção transitória observada entre 
0 e 5 min após a injeção de formalina. A entrada de estímulos nociceptivos no SNC ativa as vias
i
descendentes inibitórias analgésicas (como as opioidérgicas). Comportamentalmente, pode ser/ 
observada uma interfase entre 5 a 15 min após a aplicação de formalina, período no qu 
praticamente não é observada resposta nociceptiva. Por outro lado, a liberaçãç d 
neuropeptideos, aminoácidos excitatórios e produtos da degranulação de mastócito durante 
primeira fase causa extravasamento plasmático, vasodilatação de capilares vizintios, ativação de 
fibras simpáticas, mastócitos e macrófagos. Este processo produz liberação de vários outro: 
mediadores do processo inflamatório, tais como as cininas, prostaglandinas, ATP, NGF, citocinas 
dentre outros. Em conjunto, estas substâncias interagem com receptores específicos ativando os 
nociceptores e as células do sistema imune. Este processo produz sensibilização das vias 
periféricas e centrais (espinhais e supra-espinhais) de condução da dor, característica da  ^
segunda fase da nocicepção (fase inflamatória), observada de 15 a 30 min após a aplicação de 
formalina (HUNSKAAR e HOLE, 1987; SHIBATA et al., 1989; CORRÊA e CALIXTO 1993;^ 
TJ0LSENeHOLE, 1997).
0  ácido tormêntico, administrado pela via oral, apresentou praticamente a mesma 
eficácia para as duas fases da resposta álgica do modelo nocicepção induzida pela formalina.
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enquanto doses menores inibiram significativamente a fase neurogênica, apenas doses maiores 
foram capazes de inibir significativamente a fase inflamatória neste modelo. Contudo, o ácido 
tormêntico, administrado centralmente através das vias intratecal ou intracerebroventricular, foi 
ineficaz em inibir quaisquer das duas fases de nocicepção induzidas da formalina, sugerindo que 
0 sítio envolvido na sua ação antinociceptiva está principalmente relacionado à periferia. Além 
disto, a ausência de efeito anti-edematogênico no teste da formalina indica que o efeito anti- 
nociceptivo do ácido tonnêntico certamente não está relacionado com um possível efeito anti- 
inflamatório generalizado.
Devido a eficácia do ácido tomiêntico em inibir a primeira fase do teste da formalina, 
julgou-se oportuno avaliar a ação deste composto em um modelo mais específico de nocicepção 
de origem neurogênica, que é o teste da capsaicina. A nocicepção induzida pela capsaicina é 
similar á primeira fase da nocicepção induzida pela fonnalina, isto é, provavelmente corresponde 
à estimulação direta dos nociceptores periféricos. A capsaicina é o princípio pungente presente 
em várias espécies de Capsicum (pimenta vermelha) que, quando aplicada na pele ou injetada 
em animais, produz irritação caracterizada por reação dolorosa e subseqüente dessensibilização 
para a dor induzida quimicamente (JANCSÓ et al., 1981; SAKURADA et ai., 1992). 
Recentemente, foi demonstrado que a capsaicina atua através da ativação de receptores 
específicos, denominados de receptores vanilóides do tipo 1 (VR-1). Esses receptores estão 
seletivamente expressos em fibras sensoriais nociceptivas, principalmente as do tipo C 
(CATERINA et al., 1997). Estudos realizados em animais com deleção gênica do receptor VR-1 
demonstraram que esse receptor é essencial para o desenvolvimento de hiperalgesia térmica 
que acompanha os processos inflamatórios (CATERINA et al., 2000; DAVIS et al., 2000). De 
fato, 0 calor (acima de 43 °C) e ambiente ácido (pH 6) ativam os receptores vanilóides (para 
revisão JULIUS e BAUSBAUM, 2001). A capsaicina é uma molécula hidrofóbica que possui 
similaridade estrutural com vários segundos mensageiros lipídicos. Relatos da literatura
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demonstram que a interação de mediadores envolvidos nos processos inflamatórios (como a 
bradicinina, NGF e o ATP) com seus receptores produz mensageiros lipídicos (como 
anandamida e produtos da iipooxigenase), que por sua vez ativam receptores VR-1 (HWANG et 
ai.. 2000: PREMKUMAR e AHERM, 2000; CHUANG et al.. 2001; TOMINAGA et ai.. 2001). Além 
disso, as proteínas quinases como a PKC e a PKA fosforilam o receptor VR-1 e aumentam a 
afinidade por ligantes endógenos por seus receptores, como é o caso da anandamida 
(LOPSHIRE e NICOL, 1998; PREMKUMAR e AHERM, 2000). Uma vez ativados, os receptores 
vanilóides causam influxo de cátions (principalmente Ca^* e Na-") que, em conseqüência, 
produzem despolarização e excitação dos neurônios levando à liberação de neuropeptideos 
(GAMSE et al.. 1979; SZOLCSÁNYI. 1985; LEMBECK, 1988; OH et al„ 1996; CATERINA et al., 
1997; SANTOS e CALIXTO, 1997a; b; SZALLASI e BLUMBERG, 1999).
Após a irritação violenta inicial, a exposição prolongada ou a aplicação de altas 
concentrações de capsaicina em humanos e animais causa insensibilidade a um estímulo nocivo 
posterior. Este processo de dessensibilização pemianece por semanas ou meses após a 
administração de capsaicina (para revisão ver; SZALI-ASI e BLUMBERG, 1999). Por este 
motivo, a capsaicina tem sido utilizada clinicamente como analgésico coadjuvante tópico em 
vários estados de dor crônica (SZALLASI e BLUMBERG. 1999). apesar do desconforto 
produzido pela primeira exposição à droga. Diante dessas evidências, foram produzidos vários 
análogos estruturais da capsaicina que possuem efeitos analgésicos sem possuir efeito irritante 
(por exemplo o olvanil). A síntese deste tipo de molécula é promissora para o desenvolvimento 
de novas drogas analgésicas terapeuticamente relevantes (para revisão ver SZALLASI e 
BLUMBERG 1999; CALIXTO et al.. 2001).
0  ácido tormêntico administrado pela via oral causou inibição significativa da nocicepção 
induzida pela capsaicina, com eficácia semelhante a aquela apresentada no modelo de 
nocicepção induzida pela formalina. Esses resultados são relevantes, já que a maioria das
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drogas anti-inflamatórias não esteroidais (DAINES) testadas é ineficaz em prevenir a nocicepção 
neurogênica causada pela capsaicina (SHIBATA et ai.. 1989; IVIALMBERG e YAKSH, 1992; 
CORRÊA e CALIXTO, 1993; VAZ et ai.. 1996; SANTOS et al„ 1998).
No teste da placa quente, um estímulo térmico ativa nociceptores que transmitem 
informação nociceptiva aguda a regiões específicas no SNC, produzindo uma resposta 
nocifensiva organizada (MOGIL et al., 1999). Por este motivo a placa quente é um dos métodos 
mais utilizados no estudo de drogas analgésicas, principalmente aquelas com ação no SNC tais 
como os opióides e os anestésicos gerais (WALKER et ai., 1999). Estudos recentes sugerem a 
participação de mecanismos periféricos da transmissão da resposta nociceptiva térmica. Assim, 
além do VR-1, outros receptores como o VRL-1 (receptor relacionado ao VR-1) e o SIC (receptor 
inativado pelo estiramento) foram clonados e identificados como proteínas termoreceptores (para 
revisão ver: REICHLING e LEVINE, 2000). A ativação destas proteínas causa influxo de íons em 
neurônios sensoriais, iniciando o processo de condução da informação nociceptiva térmica. 
Animais com deleção génica para o receptor VR-1 demonstram défices na transmissão de 
estímulos témicos avaliados in vivo e in vitro (CATERINA et al., 2000; DAVIS et al., 2000). De 
fato, a deleção gênica do VR-1 ou a dessensibilização causada pelo tratamento agudo com 
capsaicina produz aumento na laténcia dos animais ao estímulo da placa quente (GAMSE, 1982; 
CATERINA et al., 2000). Porém, os animais nocautes para o receptor VR-1 continuam tendo sua 
sensibilidade mecânica inalterada, sugerindo que a transmissão dos estímulos térmicos e 
mecânicos agudos possuem vias de transmissão diferentes. De maneira interessante, o ácido 
tormêntico mostrou efeito antinociceptivo significante e duradouro no teste da placa quente. 
Convém lembrar que o ácido tomnêntico não alterou o limiar do estímulo mecânico dos animais 
avaliados pelo^ filamento de von Frey. Estes dados estão de acordo com os resultados 
observados na nocicepção causada pela capsaicina e sugerem que o ácido tormêntico interfere
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seletivamente com a transmissão da informação nociceptiva gerada por fibras que expressam o 
receptor VR1 e são sensíveis à capsaicina.
Os principais mediadores liberados durante a dor neurogênica são o glutamato e o 
aspartato. Também tem sido demonstrado que esses aminoácidos são liberados após a injeção 
intraplantar de formalina (OMOTE et ai., 1998). 0 glutamato atua em receptores próprios do tipo 
NMDA e não-NMDA. Os receptores chamados de não-NMDA subdividem-se em metabotrópico, 
cainato e AMPA. Enquanto que os receptores NMDA, cainato e AMPA constituem canais iônicos, 
os receptores metabotrópicos são acoplados a proteínas G (NAKANISHI e MASU, 1994; 
DICKENSON, 1995; HUDSPITH, 1997). Todos os receptores glutamatérgicos parecem estar 
envolvidos na transmissão da nocicepção, tanto central como periférica (ZHOU et al., 1996; 
LUFTY et al.. 1997; BOXALL et al., 1998; PROCTER et al.. 1998; ZAHN et al.. 1998). De fato. a 
administração intratecal ou intraplantar de glutamato causa nocicepção em camundongos e ratos 
(RAIGORODSKY e URCA, 1987; BEIRITH et al., 2002) e a administração periférica de 
antagonistas glutamatérgicos pode prevenir esse efeito, bem como a hiperalgesia e a inflamação 
induzida pela injeção intraplantar de formalina (CARLTON et al., 1995; JACKSON et al.. 1995; 
ZHOU et al., 1996). Na periferia, o efeito nociceptivo do glutamato parece ser mediado tanto por 
receptores ionotrópicos quanto metabotrópicos. Além disto, o glutamato também produz edema 
de pata que é mediado somente por receptores AMPA, cainato e pela produção de óxido nítrico 
(BEIRITH et al., 2002). De maneira extremamente eficaz, quando comparado aos outros 
modelos testados, o ácido tormêntico administrado pela vias intraperitoneal, oral e intraplantar 
inibiu a nocicepção. mas não o edema, causados pela injeção intraplantar de glutamato em 
camundongos.
Diferentemente de grande parte das drogas analgésicas utilizadas na clínica, o ácido 
tormêntico apresentou praticamente a mesma potência quando administrado por via oral e por 
via intraperitoneal, sujerindo que a sua biodisponibilidade é praticamente a mesma quando
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administrado por ambas as vias. A biodisponibilidade é o termo utilizado para indicar a 
quantidade de uma droga que atinge seu local de ação ou um líquido biológico a partir do qual o 
fármaco tem acesso a seu local de ação. Sabe-se que, os fármacos presentes no trato 
gastrointestinal podem sofrer metabolização pelas enzimas da mucosa, pela flora intestinal ou 
pelo fígado, antes de terem acesso à circulação sistêmica (BENET et al.. 1996). Quando a 
capacidade metabólica ou excretora do fígado para uma determinada droga for grande, a 
biodisponibilidade diminui consideravelmente. Contudo, os resultados do presente estudo 
sugerem que o ácido tormêntico parece não sofrer metabolização que interfira com suas 
propriedades antinociceptivas. Porém, estudos farmacocinéticos específicos deverão ser 
realizados para avaliar melhor esta possibilidade. Tendo em vista que, o uso da via oral em 
humanos possui algumas vantagens tais como segurança, conveniência e economia (BENET et 
al., 1996), optou-se somente pela administração oral para testar a atividade do ácido tormêntico 
em outros modelos de nocicepção.
A eficácia antinociceptiva do ácido tormêntico sobre a nocicepção induzida pelo 
glutamato fez com que se investigasse a sua possível interação direta deste composto com os 
receptores glutamatêrgicos utilizando a técnica de união específica {binding) em membranas de 
córtex cerebral. Porém, nas condições avaliadas, o ácido tormêntico não foi capaz de inibir a 
união do PH]-glutamato com seus receptores em membranas de córtex cerebral de 
camundongos. Esses resultados sugerem que a atividade antinociceptiva do ácido tormêntico 
não parece estar diretamente associada com a inibição de receptores glutamatêrgicos. Por outro 
lado, 0 ácido tormêntico poderia estar inibindo vias de sinalização intracelulares como influxo de 
íons, produção de óxido nítrico, ativação de proteínas quinases e outras ativadas pelos 
receptores glutamatêrgicos e/ou outros neurotransmissores. Sabe-se que estímulos nociceptivos 
não lesivos causam ativação de receptores ionotrópicos AMPA e cainato que provocam o influxo 
de íons sódio no neurônio sensorial, produzindo uma sensação de dor transitória (fisiológica)
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(para revisão ver HUDSPITH, 1997, WOOLF e SALTER, 2000). Ao contrário, estímulos 
nociceptivos lesivos causam ativações repetidas nos receptores AM PA e cainato levando ao 
desbloqueio de Mg-"2 nos receptores NMDA. A ativação dos receptores NMDA pemiite a entrada 
de Ca-"2 e promove uma despolarização sustentada da célula. A elevação da concentração de 
Ca-"2 intracelular no neurônio sensorial pode ativar enzimas como a óxido nítrico sintase e a 
fosfolipase Az, além de proteínas quinases como a PKA, PKC e calmodulina quinase II. Além 
disso, a ativação de receptores metabotrópicos resulta na formação de inositol tri-fosfato e 
diacilgiicerol, contribuindo também para o aumento da concentração de Ca-^2 intracelular e 
ativação de proteína quinase C. Além disso, a ativação dessas quinases leva a fosforilação de 
receptores de membrana acoplados a canais iônicos, alterando a excitabilidade neuronal. Além 
disso, estas quinases podem ativar fatores de transcrição e alterar a expressão gênica em 
neurônios sensoriais, produzindo as mudanças persistentes na sensibilidade que são 
observadas em condições de dor crônica (WOOLF e COSTIGAN, 1999; Jl e WOOLF, 2001).
Existem evidências de que a ativação de receptores AMPA e cainato e a produção de 
óxido nítrico medeiam o edema de pata causado pelo glutamato. Assim, a ausência de efeito 
anti-edematogênico do ácido tormêntico poderia sugerir sua interação principalmente com 
mecanismos transducionais, como por exemplo as proteínas quinases. Também deve-se levar 
em conta que o ácido tormêntico pertence a classe dos ursanos dos triterpenos pentacíclicos, 
conhecidos por inibirem in vitro de maneira seletiva algumas proteínas quinases como a PKA, 
PKC e tirosina quinase. mas no entanto não alteram a atividade da quinase da miosina de cadeia 
leve (MLCK) (HASMEDA et al., 1999; HOLLOSY et al., 2000). Estudos específicos deverão ser 
realizados para verificar se o ácido tormêntico possui efeito semelhante aos outros compostos da 
sua classe química e se este efeito pode ser relevante para as respostas observadas in vivo.
Com a finalidade de analisar a possível interação do ácido tormêntico com essasvias de 
transdução, foram utilizados dois modelos de dor persistente, cujos mecanismos parecem
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envolver a participação dessas quinases. Entre os modelos de nocicepção persistente utilizados 
em animais de laboratório estão os modelos de ligação parcial do nervo ciático e a nocicepção 
persistente causada pela aplicação intraplantar de CFA. Tanto a dor neuropática quanto a dor 
Inflamatória provocam hipersensibilidade no local do dano tecidual e também em tecidos 
adjacentes nonnais dando origem aos fenômenos conhecidos como hiperalgesia e alodínia. 
Considerando-se que a alodínia mecânica (dor patológica e persistente que é produzida por 
estímulos mecânicos anteriomiente inócuos) é um dos sintomas clínicos mais comuns presente 
na dor de origem neuropática, investigou-se no presente estudo a possível propriedade 
antialodínica do ácido tormêntico no modelo de dor neuropática como também no modelo de 
nocicepção inflamatória persistente.
0  tratamento com o ácido tormêntico nesses modelos de nocicepção persistente 
mostrou resultados muito mais interessantes do que os resultados observados nos modelos de 
nocicepção aguda. Com a finalidade de comparar as ações do ácido tormêntico com uma droga 
atualmente utilizada na clínica para o tratamento da dor neuropática, experimentos paralelos 
foram realizados no modelo de dor neuropática utilizando a gabapentina. A gabapentina é uma 
droga anticonvulsivante de uso relativamente recente, que mostrou ser efetiva em aliviar a 
nocicepção neuropática em modelos animais e também é usada na clínica para o tratamento da 
dor neuropática em humanos (ROSNER et al., 1996; HUNTER et al., 1997; PATEL et aí., 2001). 
Os nossos resultados mostram que, ao contrário da gabapentina, o ácido tormêntico é 
desprovido de efeito agudo significativo quando avaliado na alodínia mecânica. Contudo, após 
tratamento repetido, duas vezes ao dia por via oral, o ácido tormêntico apresentou um perfil anti- 
alodínico semelhante ao da gabapentina, porém, a dose necessária para obter a mesma eficácia 
foi 2,3 vezes menor. Além disso, o efeito anti-alodínico do ácido tormêntico foi mais duradouro 
que 0 efeito da gabapentina, quando avaliado após a Interrupção da administração dessas 
drogas.
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Nossos dados também indicam que a gabapentina, administrada agudamente na 
dose de 100 mg/kg v.o., diminui a resposta ao estimulo mecânico a valores abaixo do limiar 
basal dos animais (dados não mostrados). Resultados semelhantes foram obtidos por MIKI
6 colaboradores (2001) quando avaliaram a mesma dose de gabapentina em modelos de 
neuropatia provocada tanto por lesão nervosa (constrição do nervo ciático) como por 
indução de neuropatia diabética (por estreptozotocina), em ratos. Estes resultados 
sugerem, portanto, que a gabapentina não apresenta apenas um efeito antinociceptivo, 
mas também induz hipoalgesia mecânica por diminuir a resposta ao estímulo mecânico 
abaixo dos valores basais.
A alodínia é uma sensação dolorosa provocada por estímulos não nocivos e que 
apresenta pelo menos duas causas: a reorganização anatômica das fibras Ap e a diminuição do 
limiar mecânico dos nociceptores localizados perifericamente. A lesão nervosa produz um 
neuroma. Na região do neuroma e também ao longo do nervo acumulam-se canais de sódio 
produzidos no soma (localizado em gânglios das raízes dorsais) que deveriam ser transportados 
até as terminações periféricas. Existem dois tipos de canais de sódio, os que são sensíveis e os 
resistentes à tetrodotoxina (TTXr), e ambos são encontrados no neurônio sensorial. Este 
acúmulo de canais de sódio produz descargas ectópicas que parecem ser muito importantes 
para a produção da dor neuropâtica. De fato, tem sido observado aumento na expressão dos 
TTXr durante a dor neuropâtica e a inibição da expressão destes canais (por oligonucleotídeos 
antisense - ODN) foi capaz de reduzir os sintomas da dor neuropâtica em animais (LAI et al., 
2002). Também é conhecido que as correntes mediadas pelos TTXr são ativadas pela 
prostaglandina E2, um efeito que também envolve a participação da via da proteína quinase A 
(PKA) (BEVAN e STOREY, 2002). Assim, animais com deleção génica da subunidade catalítica 
da PKA são hipoalgésicos em modelos de dor neuropâtica (MALMBERG et al., 1997a). A 
estimulação persistente causada pela lesão tecidual promove a liberação de glutamato e de
50
neuropeptídeos na medula espinhal. Tal fato produz plasticidade neuronal, um fenômeno 
importante no estabelecimento da dor neuropática (WOOLF e MANNION, 1999).
A injeção intraplantar de CFA (composto por bactérias mortas de Mycobacteríum 
tuberculosis) em animais constitui um modelo de dor inflamatória crônica que tem similaridade 
com doenças crônicas humanas tais como a artrite reumatóide e as inflamações severas nas 
articulações (TJ0LSEN e HOLE, 1997). Em conseqüência, a injeção de CFA causa hiperalgesia 
e alodínia observadas tanto na pata ipsilateral, quanto na pata contralateral. Este efeito é 
mediado pela sensibilização local do nociceptor e por mecanismos sistêmicos neuronais (como a 
sensibilização central) e imunes (como o aumento dos níveis locais e séricos de citocinas) 
(WOOLF et al.. 1997; SAMAD et al„ 2001).
Os resultados do presente trabalho confinnam essas observações e mostram que a 
injeção intraplantar de CFA em camundongos induziu nocicepção e edema na pata ipsilateral e 
em menor escala na pata contralateral. Na pata ipsilateral a alodínia mecânica foi detectada já 
no primeiro dia após a aplicação de CFA e pennaneceu aumentada até 11 dias após a 
aplicação. Por outro lado, a alodínia observada na pata contralateral teve um padrão temporal 
diferente, foi detectada a partir do segundo e sexto dias e permaneceu aumentada até 11 dias 
após a aplicação de CFA. 0  tratamento agudo dos animais com ácido tormêntico, da mesma 
forma como observado no modelo de constrição parcial do nervo ciático em camundongos, não 
foi eficaz em diminuir a resposta alodínica mecânica. Porém, o tratamento prolongado por via 
oral com o ácido tormêntico duas vezes ao dia, foi bastante efetivo em inibir a alodínia causada 
pela injeção de CFA, sendo eficaz tanto quando avaliado na pata ipsilateral como na pata 
contralateral. 0  início da atividade anti-alodínica após a injeção do ácido tormêntico foi notada, 
em ambas as patas, a partir do segundo dia de tratamento e o pico de ação na pata ipsilateral foi 
atingido no quarto dia após o início do tratamento. Além disto, uma observação interessante foi a 
duração de sua ação antinociceptiva após a interrupção do tratamento, uma ação já observada
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no modelo de dor neuropática por constrição parcial do nervo ciático em camundongos. Esses 
resultados, analisados em conjunto, sugerem uma possível ação do ácido tormêntico na terapia 
da dor inflamatória. Outra característica interessante observada no presente estudo é que, ao 
contrário das drogas opióides, as ações antinociceptivas do ácido tomiêntico não foram 
associadas com o aparecimento do fenômeno de tolerância. Tal observação está baseada no 
fato de que um segundo tratamento com ácido tormêntico, na mesma dose e esquema de 
tratamento, iniciado após a intenupção de sua administração, produziu o mesmo perfil de ação 
antinociceptiva quando avaliado na nocicepção causada pela injeção de CFA.
Inúmeras evidências experimentais indicam que a nocicepção persistente decorrente de 
lesão tecidual e/ou a observada nos casos de processos inflamatórios envolve mecanismos 
complexos, muitas vezes relacionadas com a alteração do padrão de expressão de genes 
expressos constitutivamente ou ainda indução de genes que não são expressos nomialmente 
(WOOLF e COSTIGAN, 1999). Estímulos nociceptivos sustentados induzem mudanças 
transcricionais em neurônios nociceptivos centrais, que são parcialmente mediados pela ativação 
de cascatas de várias quinases como a da quinase ativada por mitógeno (MAPK), e a 
estimulação de fatores de transcrição como o CREB (Jl e WOOLF, 2001). Estas cascatas 
causam mudanças nos neurônios do como da raiz dorsal da medula espinhal levando a 
mudanças neurofisiològicas (SCHWARTZMAN et ai., 2001). Além dos mecanismos neurais, 
pode ocorrer também a ativação de mecanismos imunes. Recentemente, SAMAD e 
colaboradores (2001) demonstraram aumento dos níveis de citocinas, como a interleucina ip  
(IL-1p), tanto local como sistemicamente, inclusive no sistema nervoso central. A IL-ip é capaz 
de induzir a expressão da ciclooxigenase 2 (COX-2) (e possivelmente de outros alvos) em toda 
medula espinhal e no tálamo (e não somente no lado ipsilateral à lesão), levando ao aumento 
dos níveis de prostaglandina E2 no líquor, 0 que causa efeitos nociceptivos sistêmicos em
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animais. Ainda é possível observar aumento nos níveis de fator de necrose tumoral a  (TNFa) na 
pata contralateral (WOOLF et al., 1997).
0  TNFa é um fator imunomodulatório produzido por várias células inflamatórias 
(neutrófilos, linfócitos ativados e macrófagos) e também por células teciduais (células endoteliais, 
do músculo liso, fibroblastos e queratinócitos) (Dl GlOVANE et al., 1991; VILCEK e LEE, 1991; 
VASSALLI, 1992; ZHANG et al., 1995). Entre as suas múltiplas ações estão a citólise e 
mitogênese, recrutamento de polimorfonucleares e linfócitos, além de iniciar a cascata de outras 
citocinas como IL-6 e IL-lp (ISSEKUTZ et al., 1994; LUKACS et al., 1995; ZHANG et al., 1995). 
Os níveis de TNFa encontram-se aumentados em doenças como o choque endotóxico (HASKO 
et al., 1995), gota (Dl GlOVANE et al., 1991), artrite reumatóide (ISSEKUTZ et al.. 1994), 
hipersensibilidade de contato (PIGUET et al., 1991), inflamação das vias aéreas (LUKACS et al., 
1995) e nas doenças imunocomplexas (SEKUT et al., 1994). A sua atividade hiperalgésica foi 
observada pela sua administração local (CUNHA et al., 1992) ou sistêmica (WATKINS et al., 
1995) ou ainda pela ação anti-hiperalgésica causada por anticorpos anti-TNFa em inflamações 
induzidas por bradicinina, LPS e can-agenina (CUNHA et al., 1992; FERREIIRA et al., 1993).
Estudos recentes mostram o envolvimento de citocinas, como IL-1 e TNF-a também na 
patofisiologia da dor neuropática (SOMMER et al., 1999; SORKIN e DOOM, 2000). No tecido 
vizinho de onde ocon-eu a lesão neuronal, ocorre a resposta inflamatória levando a acidose e 
infiltração de várias células do sistema imune. As células envolvidas com o processo inflamatório 
podem causar liberação de mediadores que provocam sensibilização das fibras sensoriais. 
Pesquisas recentes demonstram que a dor neuropática ocorre, pelo menos em parte, devido a 
reação inflamatória local (TRACEY e WALKER, 1995; BENNETT, 1999). Neste caso, a lesão 
nervosa pode envolver o recrutamento de leucócitos (polimorfonucleares na fase aguda e 
macrófagos e células T na fase crônica), bem como liberação de mediadores inflamatórios 
(cininas, complemento, citocinas) (TRACEY e WALKER, 1995). Além do sistema neuronal, a
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lesão nervosa pode envolver componentes das respostas inflamatórias, principalmente os 
associados à remoção dos axônios ou das células de Schwann destruídas. De fato, a 
hiperalgesia causada pela lesão de nervos periféricos pode ser resultado da liberação de 
citocinas pró-inflamatórias por células imunes ativadas (TNFa, IL-1, IL-6 e IL-8) (NATHAN, 1987).
Várias características são comuns em ambos os modelos de nocicepção persistente, porém 
os sintomas clínicos e a eficácia dos tratamentos diferem. Assim, alguns analgésicos são efetivos 
apenas contra um tipo específico de dor persistente (FIELDS, 1988; 1989). A morfina, por exemplo, 
é eficiente no tratamento das dores inflamatórias, porém é menos efetiva no tratamento da dor 
neuropática (ATTAL et al., 1998; FIELD et ai., 1997; 1999). Ao contrário, o tratamento com a droga 
anticonvulsivante gabapentina tem mostrado bons resultados na dor neuropática e apresenta baixa 
atividade na dor inflamatória (BELKNAP et al., 1998; 1989; 1990; MOGIL e ADHIKARI, 1999). Estas 
diferenças podem estar fundamentadas nas mudanças neuroquímicas existentes. Estudos 
imunocitoquímicos realizados por HONORE e colaboradores (2000) descrevem diferenças 
neuroquímicas na medula espinhal, quando se compara a dor inflamatória e a dor neuropática. 
Assim, os níveis de vários mediadores importantes envolvidos na gênese da dor têm se mostrado 
alterados em algumas neuropatias. Os niveis de substância P e CGRP estão aumentados durante a 
inflamação, mas drasticamente diminuídos na neuropatia, os níveis de neuropeptídeo Y 
pennanecem inalterados na dor inflamatória, porém estão aumentados na neuropatia. Por outro 
lado, estes mesmos pesquisadores mostraram que a imunoreatividade da PKCy é semelhante 
nesses dois tipos de dor persistente. Desta forma, tanto a dor neuropática quanto a inflamatória 
induz um aumento no nível desta proteína quinase (HONORE et al., 2000).
A ação anti-alodínica do ácido tormêntico nesses dois modelos de nocicepção 
persistente pode envolver mecanismos comuns, possivelmente nos sinais de transdução 
intracelulares. Como já comentado, a família das PKCs, especialmente as isoformas PKCs, 
PKCy e PKCpil parece ser responsável pela modulação das respostas dolorosas em diferentes
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níveis do eixo neuronal. Tem sido descrito que a PKCs, por exemplo, exerce papel importante na 
dor inflamatória crônica (ALEY et al., 2000). Além disso, a PKCs pode modular a hiperalgesia 
mecânica induzida pelo NGF (KHASAR et al., 1999) e sensibilizar os nociceptores em resposta 
ao calor (CESARE et al., 1999). Por outro lado, um importante papel tem sido atribuído para a 
PKCy no desenvolvimento e na manutenção da dor persistente associada tanto com a 
inflamação prolongada quanto com o dano neuronal (MAO et al., 1995; MALMBERG et al., 
1997b; MARTIN et al., 1999;). Pesquisas recentes realizadas por IGWE e CHRONWALL (2001) 
mostram o envolvimento de PKCpil na iniciação e na manutenção da hiperalgesia induzida por 
adjuvante completo de Freund (CFA). Em conjunto, essas evidências sugerem que o efeito 
antinociceptivo do ácido tormêntico observado no presente estudo pode estar associado à sua 
interação com algumas das subfamílias das PKCs que reconhecidamente estão envolvidas na 
transmissão da nocicepção. Contudo, estudos adicionais são necessários para a confirmação 
desta hipótese.
Como discutido anteriormente, vários são os alvos farmacológicos para a descoberta de 
novas drogas analgésicas. Porém, muitos destes alvos também são importantes para funções 
fisiológicas, contribuindo para o aparecimento de efeitos adversos. Por exemplo, injeções 
periféricas de antagonistas de receptores NMDA atenuam dores inflamatórias e associadas a 
neuropatia (QIAN et al, 1996; ZHOU et al., 1996; LAWAND et al., 1997; DAVIDSON et al., 
1997), mas causam inúmeros efeitos adversos tais como ataxia, ações alucinógenas, diminuição 
na capacidade cognitiva e neurotoxicidade no córtex retroespinhal. Esses efeitos colaterais 
impedem o uso destas drogas na clínica médica (TZSCHENTKE e SCHMIDT, 1998; 
WIESENFELD-HALLIN, 1998). Somando-se a isso, estudos realizados por TRUJILLO e AKIL 
(1991) mostraram que o uso combinado de MK-801 e morfina aumenta a mortalidade em 
animais de laboratório em comparação aos tratados apenas com morfina. Neste sentido, nosso 
trabalho também apresenta resultados claros de que a antinocicepção causada pelo ácido
55
tormêntico não parece ser secundária a possíveis efeitos centrais depressores e/ou não 
específicos deste composto. Tal observação está baseada no fato de que nas mesmas 
doses em que o ácido tormêntico apresentou pronunciado efeito antinociceptivo, não foi 
observado efeito incapacitante ou alteração da coordenação motora, quando avaliado no 
teste de rota rod (DUHAM e MIYA, 1957; ROSLAND et al.. 1990). Por outro lado, doses 
relativamente baixas de gabapentina (100 mg/kg, v.o.) causaram diminuição da atividade 
motora e exploratória em camundongos, quando avaliados no campo aberto. Além disto, o 
ácido tormêntico, nas mesmas doses que produziu antinocicepção, não interferiu com a 
temperatura corporal, o que poderia influenciar nos resultados dos testes comportamentais 
(MOGIL et al., 1998). Finalmente, o ácido tormêntico não causou irritação na mucosa 
gástrica dos animais.
Contudo, Ivorra e colaboradores (1988) mostraram o ácido tormêntico, na dose de 
600 mg/kg, administrado pela via intraperitoneal (dose 3 vezes superior à maior dose que 
causou atividade antinociceptiva em nosso estudo) causou leve sedação e diminuição da 
atividade motora. Estudos toxicológicos deverão ser realizados para uma avaliação mais 
precisa dos possíveis efeitos adversos causados por altas doses de ácido tormêntico. 
Porém 0 ácido tormêntico parece possuir uma janela terapêutica ampla.
Analisados em conjunto, os resultados do presente estudo mostram que o triterpeno 
pentacíclico denominado ácido tomnêntico, administrado por via sistêmica e local apresentou 
atividade antinociceptiva importante quando avaliado em diversos modelos de nocicepção em 
camundongos. Entre seus principais efeitos destacam-se sua marcada e prolongada ação 
antinociceptiva quando administrado oralmente em dois modelos de dor persistente; a neuropatia 
causada pela constrição parcial do nervo ciático e a dor inflamatória causada pela administração 
de CFA em camundongos. Além disso, nas diversas doses e esquemas de tratamentos 
empregados no presente estudo, não foram observadas reações adversas para o ácido
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tormêntico, fenômeno comum observado com a maioria das drogas empregadas na clinica para 
0 tratamento da dor. Assim, o ácido tomnêntico ou seus derivados apresentam potencial 
interesse para o desenvolvimento de novas drogas para o tratamento de dores crônicas, em 
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SUMMARY
This study aimed to address if the pentacyclic triterpene tormentic acid isolated from 
the stem bark of the plant Vochysia divergens exerts antinociception in various models of 
chemical and thermal acute nociception in mice when given by oral (p.o.), intraperitoneal (i.p.), 
intraplantar (i.pL), intrathecal (i.t.) or by intracerebroventricular (i.c.v.) routes. We aiso evaluated 
by the use of neurochemical procedures, if tormentic acid can interact with glutamate receptor 
binding sites in mouse corticai brain membranes. Give orally, but not given i.t. or by i.c.v. routes. 
tormentic acid produced dose reiated inhibition of both phases of formalin-inducing licl<ing. In 
addition, tomnentic acid produced significant antinociception when injected by oral, i.p. or i.pl.. 
routes against glutamate-induced licking and orally against capsaicin-induced licking. 
Furthermore, tormentic acid administered orally caused dose-related analgesia in the hot plate 
test. Another new series of experiments was designed to evaluate whether tormentic acid 
produces oral anti-allodynic properties in two models of chronic pain in mice: the persistent 
neuropathic pain caused by partia! ligation of the sciatic nerve and the infiammatory persistent 
allodynia produced by intraplantar injection of Complete Freund’s Adjuvant (CFA). Oral 
administration of tormentic acid twice a day for several consecutive days produced pronounced 
time-dependent and inhibition of CFA-induced-allodynia in both ispsilateral and contralateral 
paws. Interestingly, tormentic acid did not inhibit paw oedema formation following CFA plantar 
injection. Tormentic acid, like gabapentin, given twice a day for several consecutive days, 
inhibited markediy the neuropathic allodynia induced by partial ligation of sciatic nerve. The anti- 
allodynic action of tormentic acid was long lasting and not associated with motor activity 
impainnent or body temperature reduction. Moreover, tormentic acid did not irritate 
gastrointestinal mucosa. The radioiigand binding studies revealed that tormentic acid, failed to 
displace the [3H]-glutamate binding sites from mice cortex membranes. Together, the present 
resuits indicate that tormentic acid and/or its derivatives might be of potential interest in the
78
development of new clinically relevant drugs for the management of persistent inflammatory 
allodynia and neuropathic pain.
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